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AAA-ATPasique : ATPases Associated with 
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CAK : Cdk Activating Complex 
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CAR : Constitutive Androstane Receptor 

CARM1 : Coactivator Associated aRginine 
Methyltransferase 1 

CART1 : Cytoplasmic Adaptor for RAR and TR 

CBP : CREB Binding Protein 

Cdk : Cyclin dependant kinase 

CHIP : C terminus of Hsc70-Intercating Protein 

ChIP : Chromatin ImmunoPrecipitation 

ChIP-ChIP : Chromatin ImmunoPrecipitation 
on ChIP 

CK1γ : Casein Kinase gamma 

CMH : Complexe Majeur d'Histocompatibilité 
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CoR-NR box : CoRepressor-Nuclear Receptor 
box 

CRABP2 : Cytoplasmic Retinoic Acid Binding 
Protein 2 

CRBP1, 2, 3 : Cellular Retinol Binding Protein 
1, 2, 3 
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ER : Estrogen Receptor  

ERK : Extracellular signal Regulated Kinase 

ES : Embryonic Stem cell 

F, Phe : Phenylalanine 

F9 : cellules embryonnaires de carcinome de 
souris 
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Fbw7 : F-box and WD-40 domain-containing 
protein 7 

FRET : Fluorescence Resonance Energy 
Transfer  

FXR : Farnesoid X Receptor 

G : Guanine 

G, Gly : Glycine 

GluR : Glutamate Receptor  

GPS2 : G Protein Pathway Suppressor 2 

GR : Glucocorticoid Receptor  

GR1P : Glucocorticoid Receptor Interacting 
Protein 1 

GSK3 : Glycogen Synthase Kinase 3 

GST-pulldown : Glutathione S-Transferase –
pulldown 

GTF : General Transcription Factor H : hélice 

H : Hélice 

H, His : Histidine 

HAEC1 : HECT domain and Ankyrin repeat 
Containing E3 ubiquitin-protein ligase 1 

HAT : Histone Acetyl Transferase  

HDAC : Histone DesACetylase 

HeLa : cellules épithéliales humaines de 
cancer cervical 

HMT : Histone Methyl Transferase 

HNF : Hepatocyte Nuclear Factor 
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HOX : Homeobox 

HSF2 : Heat Shock Factor protein 2 

Hsm3 : enhanced spontaneous mutability 

IKK : I-kappa-B kinase 

I, Ile : Isoleucine 

IR-10 : coronin 2A 

IUD : Intrinsically Unstructured Domain 

JNK : c-Jun N-terminal Kinase 

K, Lys : Lysine 

kDa : kilo Dalton 

L : Loop ou boucle 

L, Leu : Leucine 

LBD : Ligand Binding Domain 

LBP : Ligand Binding Pocket  

LCoR : Ligand-dependent CoRepressor 

LRR : Leucin Rich Repeat 

LXR : Liver X Receptor 

LYL1 : Lymphoblastic Leukemia 1 

M, Met : Methionine 

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase 

MAT1 : Ménage A Trois 1 

MATH : Meprin And TRAF Homology 

MCF-7 : Michigan Cancer Foundation-7, 
cellules humaines tumorales mammaires 

MDA-MB-231 : cellules humaines tumorales 
mammaires 

MEF : Mouse Embryonic Fibroblast 

Met4 : Methionine-requiring protein 4 

MIR1 : Modulator of Immune Recognition 1 

MKK: Mitogen activated protein Kinase Kinase  

MR : Mineralocorticoïd Receptor  

MRP : Motif Riche en Prolines 

mSin3 : mammalian Switch independent 3 
protein 

MSK1 : Mitogen and Stress activated protein 
Kinase 1 

N, Asn : Asparagine 

NB4 : lignée cellulaire humaine 
promyélocytaire 

NCoA : Nuclear receptor CoActivator 

NCoR : Nuclear receptor CoRepressor  

Nedd8 : Neural precursor cell Expressed, 
Developmentally Down regulated 8 

NES : Nuclear Export Signal  

NF-κB : Nuclear Factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in B-cells 3 

NGFIR : Nerve Growth Factor Induced Induced 
Receptor 

NID : Nuclear Receptor Interacting Domain  

NLS : Nuclear Localization Signal  

NR ou RN: Nuclear Receptor ou Récepteurs 
Nucléaires  

NR-box : Nuclear Receptor-box 

NTD : N-Terminal Domain  

NURR1 : NUclear Receptor Related 1 

P : Phosphate 

P, Pro : Proline 

P19 : cellules embryonnaires de carcinome de 
souris 

p160 : Protéine coactivatrice de 160kDa 

PAAF1/Rpn14 : Proteasomal ATPase-
associated factor 1 

PAC : Proteasome Assembly Chaperone 

PAK : p21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated 
Kinase 
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PARC : p53 Cytoplasmique Anchor protein 

PAS : Per-Arnt-Slim 

pCAF : P300/CBP Associated Factor 

PDX1 : Pancreas/Duodenum homeobox 
protein 1 

pCIP : p300/CBP-Interacting Protein 

PHD : Plant HomeoDomain 

PI3K : PhosphatidylInositol 3 Kinase 

PIC : PreInitiation Complex 

Pin1 : Peptidyl-Prolyl Isomerase 1 

PKA : Protein Kinase A 

PKC : Protein Kinase C 

PP1, 2a : Protein Phosphatase 1, 2a 

PPAR : Peroxisome Proliferator Activated 
Receptor  

PR : Progesterone Receptor 

PRAME : PReferentially expresssed Antigen in 
MElanoma  

PRMT1 : Protein aRginine MethylTransferase 1 

PTM : Post Translational Modification ou 
Modification Post Traductionnelle 

Pusp1p : Pseudo uridyl synthase protein 1p 

PXD1 : Pancreas/Duodenum homeobox 
protein 1 

PXR : Pregnane X Receptor  

Q, Gln : Glutamine 

R, Arg : Arginine 

RAC3 : RAs-related C3 botulinum toxin 
substrate 3 ou SRC-3 

RARE : Retinoic Acid Response Element  

RAR : Retinoic Acid Receptor  

Rbx1, 2 :  RING-box protein 1, 2

RD : Repression Domain 

Raf : RAF proto-oncogene serine/threonine-
protein kinase 

RING : Really Interesting New Gene 

RIP13, 140 : Receptor Interacting Protein 13, 
140 

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

Rpn : Regulatory particle of non- ATPase 

RSK : Ribosomal protein S6 kinase alpha 

Rsp5 : Reverses SPT-phenotype protein 5 

RTK : Récepteur Tyrosine Kinase  

Rtp1-6 : Regulatory particle of triple ATPase 1-
6 

RXR : Retinoid acid Receptor X 

S.cerevisiae : Saccharomyces cerevisiae 

SAGA : Spt-Ada-Gcn5-Acetyltransferase 

SANT : Swi3/Ada2/N-CoR/TFIIID 

S, Ser : Sérine 

SCF : Skp1-Cullin-F-Box 

SH3 : Src Homology 3 

SHARP :  SMRT1/HDAC1-Associated Repressor 
Protein 

siRNA : short interfering RNA 

Skp1 : S-phase kinase-associated protein 1 

SLIRP : SRA stem-LOOP-Interacting RNA 
binding Protein 

SMRT : Silencing Mediator of Retinoic and 
Thyroid receptors 

SOCS : Suppressor Of Cytokine Signalling 

Sp1 : Transcription factor Sp1 

SR : Substrate Receptor 

SRA : Steroid receptor RNA Activator 
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Src : v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral 
oncogene homolog 

SRC-1, 2 ou 3 : Steroid Receptor Coactivator 1, 
2 ou 3 

STAT3 : Signal Transducer and Activator of 
Transcription 3 

SUG-1 : Suppressor for Gal1 

SUMO : Small Ubiquitin related Modifier 

SWI/SNF : SWitching deficient/Sucrose Non 
Fermenting 

T : Thymine 

T, Thr : Thréonine 

TACC : Transforming Acidic Coiled Coil 

TAF : TBP-Associated Factor 

TAL1 : T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 1 

TBL1 : Transducin Beta-Like protein 1 

TBLR1 : TBL1 Related protein 

TBP : TATA Binding Protein 

TFIIA, B, D, H : Transcription Factor II A, B, D, H 

Tfb2 : RNA polymerase II Transcription factor 
B subunit 2 

TIF1: Transcription Intermediary Factor 1 
alpha, 2 

TGF-β : Transforming Growth Factor beta 

TNF: Tumor Necrosis Factor alpha 

TPR : Tetratricopeptide Repeat 

TR : Thyroid hormone Receptor 

TRAC3 : T3R-associated Cofactor 

Ub : ubiquitine 

Uba1, 6 : Ubiquitin Activating Enzyme E1 

UBA : Ubiquitin-Associated 

UBC : Ubiquitin-Conjugating Catalytic 

UBD : Ubiquitin Binding Domain 

UBL : Ubiquitin like 

U-box : UFD2-homology domain 

Ump1 : Ubiquitin-mediated proteolysis 

UPS : Ubiquitin Proteasome System 

UTR : UnTranslated Region 

UV : UltraViolet 

V, Val : Valine 

VDR : Vitamin D Receptor 

VHL-box : Von Hippel Lindau box  

W, Trp : Tryptophane 

WT : Wild Type 

WW : tryptophane/tryptophane 

X : Acide amine quelconque 

XPB : Xeroderma Pigmentosum group B-
complementing protein 

XPD : Xeroderma pigmentosum group D-
complementing protein 

Y, Tyr : Tyrosine 

Zn : Zinc 
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Avant propos 

e génome humain, composé de quelques 3 milliards de paires de bases, comprend l’ensemble 

des informations nécessaires à la formation d’un individu dès le stade de l’œuf. Au sein de 

l’embryon, puis de l’individu, aucun tissu n’est identique, tant au niveau de l’ultrastructure que de la 

fonction. Ainsi, deux cellules filles peuvent avoir des devenirs différents alors que leur contenu 

génétique est le même. Pourquoi au niveau de l’individu, les cellules lymphocytaires sont-elles 

différentes des cellules de la peau alors que leur matériel génétique est identique ? Les principes 

généraux permettant de répondre à cette question ont été élucidés durant la dernière décennie. 

Ainsi la transcription, et notamment l’expression régulée des gènes par l’ARN polymérase II, permet 

l’expression d’un ensemble de gènes restreint mais spécifique d’un type cellulaire donné, et cela 

parmi les quelques 30 000 gènes prédits du génome humain. De plus, à côté des gènes 

constitutivement exprimés, se trouvent des gènes dont l’expression va dépendre de stimuli externes 

(hormone, stress, …). 

La transcription des gènes est un mécanisme complexe faisant intervenir un grand nombre 

de protéines et de complexes protéiques parmi lesquels on distingue l’ARN polymérase II, le 

 médiateur, les facteurs généraux de la transcription avec leurs protéines associées ainsi que les 

activateurs de la transcription. Ce sont ces derniers, dont l’expression et la présence au niveau des 

promoteurs des gènes cibles sont modulables, qui nous intéressent plus particulièrement. Ils sont 

caractérisés, en règle générale, par la présence d’un domaine de fixation à l’ADN (DBD) et d’un ou 

plusieurs domaine(s) activateur(s) de la transcription (AF). Les récepteurs nucléaires (RN) 

correspondent à de tels activateurs de la transcription. Chez les Métazoaires, ces récepteurs 

appartiennent à une superfamille qui englobe les récepteurs nucléaires des hormones stéroïdiennes 

comme les récepteurs des œstrogènes (ER), de la progestérone (PR), des glucocorticoïdes (GR), des 

minéralocorticoïdes (MR) et des androgènes (AndR). Elle englobe aussi la famille des récepteurs 

nucléaires d’hormones non stéroïdiennes, comprenant notamment les récepteurs des hormones 

thyroïdiennes (TR), d’acide gras (PPAR), de la vitamine D (VDR) et des acides rétinoïques (RAR, RXR).  

Historiquement, en plus de ces récepteurs dont le ligand est connu, des récepteurs 

nucléaires dits « orphelins », dont le ligand n’a pas encore été identifié, ont été aussi découverts. Ces 

récepteurs ont été isolés sur la base de leur homologie avec les récepteurs non orphelins. La 

découverte récente, pour certains d’entre eux, d’un ligand leur a fait perdre ce caractère 

« orphelin ». 

 

L 
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Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons aux récepteurs nucléaires de l’acide rétinoïque. 

Il existe deux familles de récepteurs de l’acide rétinoïque (AR), les RAR (Retinoic Acid Receptor) qui 

peuvent lier l’acide rétinoïque tout-trans et son isomère 9-cis, et les RXR (Retinoid X Receptor) qui ne 

lient que l’acide rétinoïque 9-cis. Chaque famille compte trois sous-types : RAR  (NR1B1),  (NR1B2) 

et  (NR1B3) et RXR  (NR2B1),  (NR2B2) et  (NR2B3) codés par des gènes distincts (Germain et al., 

2006c). Pour chaque sous-type, on distingue plusieurs isoformes qui résultent de l’utilisation de 

promoteurs différents et/ou d’un épissage alternatif (Germain et al., 2006a, b; Laudet and 

Gronemeyer, 2002).  

Les RAR présentent une structure et des domaines bien définis comprenant un domaine           

N-terminal (NTD) non structuré ainsi qu’un domaine de liaison à l’ADN (DBD) relié à un domaine       

C-terminal comprenant le site de liaison du ligand (LBD) (Germain et al., 2006c). Les effets des RAR 

sur la transcription passent d’une part, par leur liaison à l’ADN au niveau de séquences spécifiques 

nommées RARE (Retinoic Acid Response Element) localisées au sein des promoteurs de gènes cibles 

et, d’autre part, par des changements conformationnels du LBD induits par le ligand permettant 

l’association/dissociation de corégulateurs (dont SRC-3), secondés par le protéasome. Une fois 

recrutés, les corégulateurs modifient la chromatine au niveau des promoteurs des gènes cibles et 

participent à l'initiation de la transcription de ces gènes. Le coactivateur SRC-3 appartient à la famille 

des protéines p160 et interagit avec les RAR en présence d'AR. Quant au protéasome, il s'agit d'un 

complexe protéique composé de deux sous-complexes (20S CP et 19S RP) : via la dégradation 

spécifique des protéines ubiquitinées, le protéasome participe d'une part à la dynamique du 

recrutement des corégulateurs des RN et d'autre part, à la fin du signal rétinoïde en dégradant les 

RAR et des coactivateurs dont SRC-3 (Rochette-Egly and Germain, 2009). A noter que le               

sous-complexe 19S RP du protéasome est également impliqué dans la transcription, 

indépendamment du 20S CP via des activités chaperonnes non protéolytiques. Par voie de 

conséquence, le 19S RP peut être considéré comme un coactivateur.  

Des études récentes ont montré qu'en sus de ces effets non génomiques, l’AR active 

plusieurs voies de signalisation impliquant des kinases qui aboutissent à la phosphorylation de 

nombreuses cibles dont les RAR et SRC-3 eux-mêmes. Comme nous le verrons, ces phosphorylations 

apportent un niveau de régulation supplémentaire vis-à-vis de l’activité transcriptionnelle et de la 

dégradation des RAR et de SRC-3.  
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Lors de mon travail de thèse, je me suis particulièrement intéressée au rôle du protéasome 

non seulement dans la dégradation de RARα et de son coactivateur SRC-3 mais aussi dans la 

transcription des gènes cibles de l'AR, tant par ses activités protéolytiques que non protéolytiques. 

J'ai également recherché l'influence des phosphorylations de RARα et SRC-3 dans ces processus. 

Avant de présenter le système ubiquitine-protéasome et sa participation à la réponse à l'AR, 

je développerai tout d'abord la structure globale des RAR ainsi que le modèle classique selon lequel 

ils activent leurs gènes cibles. Puis, je détaillerai les nouveaux concepts établis autour des RAR, en 

particulier la capacité de l'AR à activer des voies kinasiques via des mécanismes non génomiques et 

comment ces kinases ciblent les RAR et SRC-3. Enfin, je présenterai et discuterai mes résultats en 

mettant en avant le rôle clé du protéasome dans l’intégration globale du signal rétinoïde.
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Introduction 

I. Les récepteurs de l’acide rétinoïque sont des facteurs de 

transcription inductibles par le ligand  

A. Le ligand : l'acide rétinoïque 

L'Acide Rétinoïque (AR) est le dérivé biologique actif de la vitamine A ou rétinol (Chambon, 

2005; Sporn and Roberts, 1994), pour revue :(Theodosiou et al.), 2010). Il existe deux isomères 9-cis 

et tout-trans (ATRA) (Figure 1). De manière générale, on regroupe la vitamine A, ses métabolites, l'AR 

et les analogues de synthèse actifs sous le terme générique "rétinoïdes". 

 

 

Figure 1 : Isomères de l'acide rétinoïque  

 
Les rétinoïdes sont des substances de petite taille, hydrophobes et liposolubles, ce qui leur 

permet de traverser facilement la bicouche lipidique membranaire. Une fois dans le cytoplasme, ils 

sont pris en charge par les protéines CRBP I, II, III (Cellular Retinol Binding Protein, I, II, III) (Bashor et 

al., 1973) qui régulent leur métabolisme soit en les stockant, soit en facilitant leur présentation aux 

différentes enzymes pour des réactions d'estérification ou d'hydrolyse (Napoli, 1999).  

B. Les récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque 

L'AR se fixe à des récepteurs nucléaires (RN) qui appartiennent à deux familles : les RAR 

(Retinoic Acid Receptor) et les RXR (Retinoid X Receptor) (Laudet and Gronemeyer, 2001). Alors que 

les RXR ne lient que l'isomère 9-cis de l'AR, les RAR peuvent fixer les deux isomères, tout-trans et     

9-cis. Au sein de chaque famille, il existe trois sous-types, RAR α (NR1B1), β (NR1B2), γ (NR1B3) et 

RXR α (NR2B1), β (NR2B2), γ (NR2B3) codés par des gènes différents. Au sein de chaque sous-type, 

on distingue plusieurs isoformes résultant de l'utilisation de promoteurs différents et/ou d'un 

épissage alternatif (Germain et al., 2006a, b).  
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Les récepteurs nucléaires de l'AR agissent sous forme d'hétérodimères RAR/RXR qui se 

comportent comme des facteurs de transcription inductibles par le ligand. Bien que les RAR n’aient 

que les RXR pour partenaires d’hétérodimérisation, les RXR peuvent soit s’homodimériser, soit 

s’hétérodimériser avec de nombreux autres RN tels que VDR (Vitamin D Receptor), TR (Thyroid 

hormone Receptor), PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptor), LXR (Liver X Receptor), FXR 

(Farnesoid X Receptor), CAR (Constitutively Activated Receptor), PXR (Pregnate X Receptor), NGFIR 

(Nerve Growth Factor Induced Receptor) et NURR1 (NUclear Receptor Related 1) (Germain et al., 

2006a). 

L’expression des RAR et RXR est régulée de façon spatio-temporelle dans l’organisme au 

cours du développement (Dolle, 2009). Selon l’étape du développement et selon le tissu considéré, 

un hétérodimère RAR/RXR spécifique va être principalement actif et responsable de l’expression d’un 

ensemble de gènes impliqués dans la différenciation cellulaire, la prolifération ou l'apoptose des 

cellules (Germain et al., 2006b; Mark et al., 2006, 2009).  

1. Structure des RAR et des RXR 

Les RAR et RXR présentent une structure modulaire bien définie, commune à la plupart des 

récepteurs nucléaires. Cette structure est subdivisée en six régions notées de A à F dont certaines 

correspondent à des domaines fonctionnels importants (Figure 2) (Germain et al., 2006c). Ainsi la 

région C, centrale, correspond au domaine de fixation de l'ADN et la région E renferme entre autres 

les domaines de fixation du ligand et de dimérisation. 

 
 

 

Figure 2 : Organisation modulaire des RAR 

Schéma représentant les trois principaux domaines des RAR : le NTD (N-Terminal 

Domain), le DBD (DNA Binding Domain) et le LBD (Ligand Binding Domain), auxquels 

s'ajoutent la région D ou région charnière et la région F, C-terminale. 

  

a. Le domaine de fixation à l'ADN (DBD)  

Le domaine de fixation à l'ADN ou DBD (DNA Binding Domain) est le domaine le plus 

structuré et le plus conservé des RN. Via ce domaine, les hétérodimères RAR/RXR se fixent à l'ADN au 

niveau de séquences spécifiques appelées RARE (Retinoic Acid Response Element) localisées dans les 
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promoteurs des gènes cibles. Ces RARE sont composés de deux séquences hexamériques en 

répétition directe ou DR (Direct Repeat) séparées par 1 (DR1), 2 (DR2) ou 5 (DR5) nucléotides (Mader 

et al., 1993a; Mader et al., 1993b). Le DR5 est défini comme le RARE canonique des RAR/RXR. 

i.  Structure du DBD 

Des études cristallographiques et de RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) ont permis de 

proposer une structure tridimensionnelle des DBD isolés ou sous forme de dimères, associés ou non 

à l'ADN (Figure 3b) (Katahira et al., 1992; Knegtel et al., 1993; Rastinejad et al., 2000).  

Le DBD est un domaine globulaire composé de deux motifs en doigt de zinc (où chaque 

atome de zinc est coordiné par quatre cystéines), de deux hélices α (1 et 2) perpendiculaires et d'une 

extension C-terminale (Figure 3a) (Freedman et al., 1988). L'hélice α1 N-terminale sert "d'hélice de 

reconnaissance". Elle s'insère dans le sillon majeur de l'ADN du demi site et établit des contacts non 

spécifiques avec les phosphates et les riboses du squelette de l'ADN (interactions électrostatiques) et 

des contacts spécifiques avec les bases azotées (Rastinejad et al., 1995; Rastinejad et al., 2000). Trois 

résidus de cette hélice α1 composent la boite P et assurent la spécificité de reconnaissance des RARE 

(Figure 3a) (McEwan, 2009). Quant à l'hélice α2, elle recouvre perpendiculairement l'hélice α1 et 

contribue à la stabilisation de toute la structure.  

D'autres résidus conservés délimitent des motifs (boîtes D, T et A) (Figure 3a) qui 

interviennent dans la reconnaissance des RARE et dans la dimérisation des récepteurs. Ainsi lors de 

l'interaction d'un hétérodimère RAR/RXR avec un DR5, des résidus du second doigt de zinc du 

partenaire RXR (boîte D) et du premier doigt de zinc de RAR créent une surface d'interaction entre les 

deux DBD (Zechel et al., 1994a; Zechel et al., 1994b). Ces interfaces varient selon l'espace entre les 

demi-sites (Perlmann et al., 1993) et sont à l'origine de la règle de "l'espacement" (Mangelsdorf and 

Evans, 1995; Umesono et al., 1991).  

Les DBD des RAR et RXR présentent des structures relativement semblables. Cependant, le 

DBD de RXR possède une hélice α C-terminale supplémentaire appelée CTE (COOH-Terminal 

Extension) qui englobe la boite T requise pour la fixation des homodimères RXR/RXR à l'ADN. En 

effet, elle intervient dans la reconnaissance de séquences situées en amont des hémisites (Lee et al., 

1994) et apporte des contraintes stériques supplémentaires qui participent à la bonne 

reconnaissance des éléments de réponse en fonction des partenaires d'homo- et 

d'hétérodimérisation de RXR. Il est à noter que selon le récepteur avec lequel il est associé, le DBD de 

RXR adopte des conformations différentes et s'adapte ainsi aux différents éléments de réponse.  

 



 
32 

Introduction 
Les récepteurs de l'acide rétinoïque sont des facteurs de transcription inductibles par le ligand 

 

 

Figure 3 : Organisation et structure tridimensionnelle du DBD des RAR/RXR 

A. Organisation modulaire des RAR et représentation schématique du DBD et des 

doigts de zinc comprenant les boites A, D, P, T et les hélices α1 et α2. L'extrémité 

CTE est présente dans RXR mais est absente des RAR.  

B. Structure tridimensionnelle des DBD de RAR et de RXR liés à un élément de réponse 

de type DR1. Zn = Atome de zinc, H1 et H2 = hélices α 1 et 2 

 

D'après un nombre croissant de données, l'ADN ne sert pas seulement d'ancrage aux 

récepteurs pour permettre le recrutement de la machinerie transcriptionnelle, mais agit également 

comme un ligand capable d'induire des changements conformationnels des RN via des mécanismes 

allostériques (Gronemeyer and Bourguet, 2009; Lefstin and Yamamoto, 1998). Ainsi Holmbeck et al., 
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ont montré que des hélices α se forment ou se perdent au sein de RXR suite à sa fixation sur l'ADN 

(Holmbeck et al., 1998). Cependant, les mécanismes physiques de ces changements restent encore 

inconnus.  

ii. Eléments de réponse (RARE) 

Les hétérodimères se fixent préférentiellement et avec la plus grande affinité à des DR5 

(Figure 4) (Leid et al., 1992; Umesono et al., 1991). Cependant ils peuvent également se lier à des 

DR2 ou des DR1 avec une affinité décroissante (Figure 4).  

 

               

Figure 4 : Les différents types de RARE  

Les hétérodimères RAR/RXR se fixent à l'ADN au niveau d'éléments de réponse (RARE). 

L'orientation des partenaires dépend du type de DR. Les RAR se fixent au niveau des 

séquences indiquées en jaune et les RXR au niveau des séquences bleues. 

 

L'espacement entre les DR va régir l'orientation de l'hétérodimère sur l'ADN. Dans le cas des 

DR5 et DR2, le demi-site en 5' est occupé par le partenaire RXR et le demi-site en 3' par RAR      

(Figure 4). Par contre, dans le cas des DR1, cette orientation est inversée avec le RAR sur l'hémisite 5' 

et le RXR sur l'hémisite 3'. Les interactions entre les récepteurs, déterminées par l'espacement entre 

les deux demi-sites, font alors intervenir des régions distinctes (Perlmann et al., 1993; Rastinejad et 

al., 1995) d'où des réponses transcriptionnelles différentes. En effet, l'hétérodimère RAR/RXR a un 

rôle répresseur lorsqu'il est fixé à un DR1 et un rôle activateur lorsqu'il est fixé à des DR5 ou à des 

DR2 (Kurokawa et al., 1995; Zamir et al., 1997). 

Des RARE ont été identifiés dans un grand nombre de promoteurs de gènes cibles de l'AR 

intervenant dans des fonctions très variées. Le RARE classique ou DR5, est retrouvé dans le 

promoteur des gènes impliqués dans la signalisation de l'AR (RARβ2, CYP26A1) (de The et al., 1990; 

Loudig et al., 2000) et dans le développement (Hox, HNF) (Dupe et al., 1997; Qian et al., 2000). Des 
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DR2 ont été identifiés dans le promoteur des gènes CRABP2 et CRPB1 (Durand et al., 1992; Smith et 

al., 1991). Enfin, seul un DR1 a été découvert dans le promoteur du gène CRBP2 chez le rat 

(Mangelsdorf et al., 1991). A l'heure actuelle, les analyses in silico et de ChIP (Chromatin 

ImmunoPrecipitation) à l'échelle du génome augmentent cette liste de gènes avec les RARE 

correspondants (Biddie et al.), 2010;(Delacroix et al.), 2010;(Martens et al.), 2010). 

b. Le domaine de fixation du ligand (LBD) 

 
 

 

Figure 5 : Structure tridimensionnelle du LBD 

Le LBD de RXR (ici apoRXR, 1LBD) est composé de 12 hélices formant un « sandwich » 

de trois feuillets d’hélices antiparallèles (à droite). Les deux vues mettent en avant les 

surfaces d’interaction avec le partenaire d’hétérodimérisation et avec les corégulateurs, 

ainsi que la position exposée de l’hélice H12. 

 

Le domaine de fixation du ligand ou LBD (Ligand Binding Domain) est, après le DBD, le 

deuxième domaine conservé non seulement parmi les RN, mais aussi au sein des sous-types de RAR 

(Figure 5). En plus de sa fonction de reconnaissance et de fixation du ligand via une poche spécifique 

(LBP : Ligand Binding Pocket), ce domaine participe à la dimérisation des récepteurs, au recrutement 
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de corégulateurs et renferme une fonction de transactivation dépendante du ligand appelée AF-2 

(Activation Function 2). 

Depuis la détermination de la structure du LBD de RXRα en absence de ligand (apo) et de 

RARγ en présence de ligand (holo) (Bourguet et al., 1995; Renaud et al., 1995), de nombreuses 

structures des LBD des RAR et RXR sous forme apo/holo, en présence ou non de corégulateurs ont 

été proposées (Bourguet et al., 2000b; Egea et al., 2001; Klaholz et al., 1998; le Maire et al.), 2010) et 

ont montré que le LBD est construit selon un modèle commun à tous les RN (Wurtz et al., 1996). 

Typiquement, le LBD est un domaine globulaire constitué de 11 (dans le cas de RARγ) à 12 (pour 

RARα et β) hélices α conservées et d'un feuillet β court à deux brins β situé entre les hélices H5 et H6 

(Figure 5). L'ensemble de ces hélices forme un "sandwich" de trois feuillets d'hélices antiparallèles 

bordant au centre, une poche hydrophobe. 

i. Poche de fixation du ligand (LBP) 

La poche de fixation du ligand ou LBP est localisée dans la partie inférieure du LBD et 

constitue la région variable de celui-ci. La fixation du ligand stabilise le LBD rendant ainsi la structure 

plus compacte et plus rigide (Pissios et al., 2000; Watkins et al., 2003). 

La LBP est essentiellement composée d'acides aminés appartenant aux hélices H3, H5, H11 et 

au feuillet β (Klaholz et al., 2000). La spécificité et l'affinité du complexe LBD-ligand reposent sur trois 

paramètres : (i) la taille et la forme de la poche de liaison, (ii) la présence de résidus polaires assurant 

l'ancrage du ligand, (iii) l'établissement de nombreuses interactions hydrophobes, de Van der Waals 

et d'un réseau étendu de liaisons hydrogène (Gehin et al., 1999; Klaholz et al., 2000).  

La taille ainsi que la forme de la poche sont fortement modulables et peuvent ainsi accueillir 

des ligands non apparentés aux ligands naturels (Huang et al.), 2010). Cette dernière propriété est 

exploitée dans la recherche par "drug design" d'agonistes ou d'antagonistes des RAR et des RN en 

général, pour le traitement de certaines pathologies impliquant spécifiquement certains récepteurs 

nucléaires.  

Il est à noter que chez l'Homme, seuls trois résidus sont impliqués dans la reconnaissance de 

l'AR. Ces résidus divergent entre les sous-types RAR α, β et γ (Tableau 1) conférant ainsi une 

sélectivité vis-à-vis du ligand, pour chaque sous-type (Gehin et al., 1999; Klaholz et al., 2000).  
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Tableau 1 : Divergences entre les LBD des RAR 

Trois résidus des LBD des isotypes de RAR divergent et induisent des variations dans la 

réponse à l'AR. 

 
Enfin, dans le cas des RAR et contrairement aux autres RN, le ligand s'adapterait à la poche. 

En effet, la structure obtenue par cristallographie du LBD de RARγ ayant fixé l'AR tout-trans ou 9-cis 

montre que l'isomère 9-cis adopte une structure inhabituelle qui se rapprocherait de celle du       

tout-trans (Klaholz et al., 1998). 

ii. Interface de dimérisation 

L'hétérodimérisation des RAR et RXR est assurée par des interactions non seulement au 

niveau des DBD (ADN-dépendante) mais surtout au niveau des LBD (Bourguet et al., 2000b; Gampe 

et al., 2000). En effet, d'après les données obtenues par cristallographie, l'hétérodimérisation met en 

jeu essentiellement des résidus des hélices H7, H9, H10 et H11 et des boucles L8-9 et L9-10. 

L'ensemble de ces résidus forme une zone hydrophobe entourée d'acides aminés chargés ou polaires 

(Figure 6) (Bourguet et al., 2000a). 

De manière intéressante, suite à la fixation du ligand, les surfaces d'hétérodimérisation 

transmettraient des changements allostériques subtils qui affecteraient la stabilité des 

hétérodimères. Ainsi la poche de fixation du ligand des RAR serait énergétiquement liée à la surface 

de dimérisation (Brelivet et al., 2004; Pogenberg et al., 2005). 
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Figure 6 : Structure tridimensionnelle de l'hétérodimère RAR/RXR fixé à l'ADN 

Structure tridimensionnelle reconstituée virtuellement de l'hétérodimère RAR/RXR à 

partir des structures obtenues par cristallographie des DBD et des LBD de RAR/RXR liés à 

l'AR 9-cis. Les régions non structurées sont représentées en pointillés et les atomes de 

zinc du DBD par des sphères rouges.  

 

iii. L'hélice H12 C-terminale : changements structuraux suite à la fixation du 

ligand 

La comparaison des structures cristallographiques des LBD des formes apo des RXRα et holo 

de RARγ a permis de mettre en évidence des changements structuraux importants (Figure 7) qui sont 

à la base moléculaire de leur activité transcriptionnelle.  

 

                        

Figure 7 : Structure tridimensionnelle du LBD et changements structuraux après fixation 
du ligand 

A.  Structure du LBD de apoRXR, (1LBD, 3).  

B. Réarrangement de H12 du LBD de RARγ suite à la fixation du ligand. 
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En absence de ligand, les hélices H10 et H11 sont perpendiculaires et participent 

principalement à la zone hydrophobe de la poche de fixation du ligand. L'hélice H12, exposée au 

solvant, pointe vers l'extérieur et présente une mobilité relative indépendante du reste du LBD 

(Kallenberger et al., 2003). Suite à la fixation du ligand, les premiers changements structuraux 

affectent les hélices H3 et H11 puis l'hélice H12. En effet, l'hélice H11 subit une rotation de 180° 

autour de son axe, ce qui la positionne dans la continuité de l'hélice H10. La partie N-terminale de 

l'hélice H3 s'incline vers le ligand fixé. Le changement structural le plus important est celui de l'hélice 

H12 qui bascule au dessus de l'hélice H4 et referme la poche de fixation du ligand à la façon d'un 

"piège à souris" (Figure 7) (de Lera et al., 2007; Moras and Gronemeyer, 1998). L'hélice H12 gagne en 

rigidité via l'établissement de ponts salins avec des résidus de l'hélice H3 et via des interactions avec 

le ligand (Bourguet et al., 1995).  

Dans cette conformation holo, certains résidus des hélices H12, H3 et H4 vont être exposés 

au solvant, formant ainsi un sillon hydrophobe appelé domaine AF-2 propice aux interactions avec 

des coactivateurs. Des expériences de mutagénèse entraînant des perturbations du positionnement 

de l'hélice H12 et donc du domaine AF-2 ont des répercussions dramatiques sur l'activité 

transcriptionnelle des RAR/RXR (cf paragraphe I.B.2.b.i) (Lefebvre et al., 1998).  

A noter, que dans le cas des sous-types RARβ et RARγ en absence de ligand, l'hélice H12 

interagirait avec l'hélice H3 et adopterait une conformation mimant la conformation RARα ayant fixé 

le ligand (Farboud et al., 2003; Farboud and Privalsky, 2004; Hauksdottir et al., 2003). Ceci serait à la 

base d'interactions différentes de ces récepteurs avec des corégulateurs comme il sera détaillé par la 

suite. 

c. Le domaine N-terminal (NTD) 

Le domaine N-terminal ou NTD (N-Terminal Domain), correspond aux régions A/B. C'est le 

domaine qui diffère le plus en séquence et en longueur non seulement entre les différents RN, mais 

aussi entre les RAR et les RXR. La région A est la plus variable entre les différents sous-types et 

isoformes des RAR et RXR (Chambon, 1996). Par contre, au sein des RAR, la région B est conservée et 

présente un motif riche en prolines ou MRP. Ce motif contient des sites de phosphorylation comme 

il sera abordé dans le paragraphe III.A.1.  

Le NTD possède une fonction activatrice de la transcription ligand-indépendante appelée 

AF-1 (Activation Function 1). En effet, de manière isolée, le NTD est capable d'activer la transcription 

des gènes cibles de l'AR en absence de ligand (Nagpal et al., 1993; Taneja et al., 1997). Cependant, le 

NTD agit essentiellement en synergie avec le LBD et le ligand pour activer la transcription. 
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Actuellement aucune structure tertiaire des NTD des RAR et RXR n'a été obtenue. D'après de 

nombreuses études biochimiques et des prédictions algorithmiques, cette région serait pas ou peu 

structurée (Dahlman-Wright et al., 1995; Warnmark et al., 2001). Ainsi le NTD a été défini comme un 

domaine naturellement désordonné ou IUD (Intrinsically Unstructured Domain) (figure 8a) (Lavery 

and McEwan, 2005; McEwan et al., 2007). Cependant, il est fort probable que le NTD soit stabilisé et 

donc "pseudo" structuré dans le contexte de la protéine entière (Figure 8b). En effet, il a été montré 

dans le cas des récepteurs PR et GR que les DBD augmentent la stabilité et la structuration des 

domaines N-terminaux (Bain et al., 2001).  

De manière intéressante, ces IUD ont la capacité d'acquérir des structures secondaires ou 

tertiaires suite à l'interaction avec d'autres protéines et/ou avec l'ADN. En effet, il a été proposé que 

le NTD des RN pourrait se structurer localement ou plus globalement suite à des interactions avec 

des corégulateurs (Figure 8d) ou en fonction d'effets allostériques résultant de la fixation à l'ADN ou 

de la proximité du DBD  (Figure 8b) (Dyson and Wright, 2005; Lavery and McEwan, 2005; Warnmark 

et al., 2003; Wright and Dyson, 2009).  

 

           

Figure 8 : Conformations du NTD 

Le NTD peut adopter localement différentes structures suite à l’interaction avec 

différents corégulateurs (D.) ou avec l'ADN (B.) ou suite à des modifications post- 

traductionnelles (C.). 
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Récemment quelques corégulateurs interagissant avec le NTD des RAR ont été isolés. En 

effet, des cribles doubles-hybride réalisés par des laboratoires différents ont mis en évidence trois 

nouveaux interactants des NTD des RAR : la vinexine β, Acinus-S' et HACE1. 

Au laboratoire, le premier interactant du NTD du sous-type RARγ a été mis en évidence : la 

vinexine β (Bour et al., 2005b). Cette protéine, membre de la famille des protéines du cytosquelette 

est dépourvue d'activité enzymatique mais jouerait un rôle d'échafaudage pour le recrutement de 

corépresseurs. En effet, elle interagit avec RARγ dans le noyau en absence de ligand et réprime la 

transcription des gènes cibles de l'AR (Bour et al., 2007). De façon intéressante, cette interaction met 

en jeu un domaine SH3 de la vinexine β et le MRP de RARγ (Bour et al., 2005b; Lalevee et al.), 2010). 

Quant à la protéine Acinus-S'/ACIN1 (Apoptotic Chromatin condensation Inducer in the 

Nucleus) appartenant à la famille Acinus, elle interagirait avec le NTD de RARβ et d'après les travaux 

de Vucetic et al., cette protéine jouerait également un rôle répresseur (Vucetic et al., 2008). De 

même, HAEC1 (HECT domain and Ankyrin repeat Containing E3 ubiquitin-protein ligase 1), une E3 

ubiquitine ligase, interagit avec le NTD des RAR et réprimerait leur activité transcriptionnelle (Zhao et 

al., 2009). Cependant, la relation avec l'activité ubiquitine ligase de HAEC1 est encore peu claire 

(Zhao et al., 2009). 

Enfin, les NTD des RAR et RXR renferment une forte proportion de résidus sérine et proline 

qui forment des MRP et sont des cibles pour des kinases. Etant donné que dans des systèmes simples 

tels que des peptides, la phosphorylation de certains résidus stabilise ou déstabilise une structure 

secondaire (Mestas and Lumb, 1999), il a été proposé que les processus de phosphorylation 

influenceraient la structure du NTD soit directement (Figure 8c) soit via la stabilisation de complexes 

(Bielska and Zondlo, 2006). 

d. La région D 

La région D, aussi appelée "hinge" est très peu conservée entre les différents RN et n'a pas 

de fonction clairement définie. Cependant, elle présente une séquence de localisation nucléaire    

(NLS : Nuclear Localization Signal) (Hamy et al., 1991). En fait, elle servirait essentiellement de 

charnière entre le DBD et le LBD permettant aux deux domaines d'adopter des conformations 

différentes en réponse au ligand sans générer d'encombrement stérique (Chandra et al., 2008; 

Driscoll et al., 1996).  
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e. La région F, C-terminale 

La région F est très variable en longueur comme en séquence selon les sous-types de RAR et 

est absente de RXR. Sa structure et sa fonction restent actuellement peu connues. Dans le cas de 

RARα, il a été proposé que cette région, en continuité de l'hélice H12, apporterait un niveau de 

régulation supplémentaire dans l'activité transcriptionnelle du récepteur. En effet en absence de 

ligand, la région F stabiliserait l'hélice H12, favorisant l'interaction avec les corépresseurs (Farboud 

and Privalsky, 2004). De plus cette région riche en glycines, prolines et sérines est la cible de 

nombreuses phosphorylations (Bastien et al., 2000; Rochette-Egly et al., 1997) (cf paragraphe III.A.1). 

Enfin, elle servirait d'ancrage pour des ARNm spécifiques (Poon and Chen, 2008) (cf paragraphe 

I.B.3). 

2. Activité transcriptionnelle des RAR : modèle classique établi pour 

RARα 

Le LBD joue un rôle clé dans l'activité transcriptionnelle des hétérodimères RARα/RXR en 

raison de sa capacité à interagir soit avec des corépresseurs, soit avec des coactivateurs en fonction 

de la fixation ou non du ligand. Des interactions dynamiques avec de tels corégulateurs au sein de 

complexes possédant des activités enzymatiques diverses vont moduler l'état de compaction de la 

chromatine et ainsi le recrutement de la machinerie transcriptionnelle pour in fine, réguler la 

transcription des gènes cibles (Figure 9). 
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A.   En absence d'AR, 

l’hétérodimère RARα/RXR est 

fixé à l’ADN, associé à des 

complexes corépresseurs, 

réprimant ainsi l’expression des 

gènes cibles.  

 

 

B. La liaison du ligand (AR) induit la 

dissociation des corépresseurs 

et le recrutement de complexes 

coactivateurs possédant des 

activités de modification des 

histones et de remodelage de la 

chromatine.  

 

 

C.  Une fois la chromatine 

décompactée, le médiateur, les 

Facteurs Généraux de 

Transcription (GTF) et l’ARN 

polymérase II sont recrutés 

permettant l’initiation de la 

transcription. 

Figure 9 : Modèle classique d'activation des gènes cibles de l'AR 

 

a. Répression en absence de ligand 

En absence du ligand, les hétérodimères RARα/RXR fixés aux RARE interagissent avec des 

corépresseurs qui maintiennent la chromatine dans un état compacté. Ils sont donc 

transcriptionnellement silencieux. Les premiers corépresseurs identifiés ont été SMRT (Silencing 

Mediator of Retinoid and Thyroid hormone receptors)/TRAC3 (T3R-Associated Cofactor) et N-CoR 

(Nuclear hormone receptor Corepressor)/RIP13 (Receptor Interacting Protein 13) (Chen and Evans, 

1995; Horlein et al., 1995; Sande and Privalsky, 1996; Seol et al., 1996; Zamir et al., 1996).  
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Figure 10 : Organisation modulaire des corépresseurs et changements conformationnels 
du LBD après fixation des corépresseurs 

A. Schéma présentant les différents domaines des corépresseurs. RD = Domaine de 

Répression (3 dans NCoR, 4 dans SMRT). SANT = motif Swi3/Ada2/NCoR/TFIIID. NID 

= domaine d’interaction avec les récepteurs nucléaires (3 dans NCoR, 2 dans SMRT). 

B.  Changements conformationnels du LBD et interaction avec les corépresseurs. 1. 

Structure du LBD de PPAR en présence d'un antagoniste et d'un motif répresseur, 2. 

Structure du LBD de apoRXR (1LBD, 3). Réarrangement de H12 du LBD de RARγ 

suite à la fixation du ligand. 

 

N-CoR et SMRT présentent une forte homologie de séquence (plus de 45% d'identité de 

séquence) (Privalsky, 2004) et des fonctions de répression similaires. De plus, ces deux protéines 

arborent une architecture moléculaire commune (Figure 10a) et leurs régions N- et C-terminales sont 

fortement conservées.  

La région N-terminale confère les propriétés répressives via des domaines d'interaction 

protéine-protéine nommés RD (Repression Domain) et SANT (Swi3/Ada3/N-CoR /TFIIID) (Lazar, 2003; 

Stanya and Kao, 2009). Entre les motifs SANT se trouve un domaine DAD (Deacetylase Activating 

Domain) qui participe au recrutement et à l'activation des HDAC (Histone DeACetylase) (Guenther et 

al., 2001). La région C-terminale, quant à elle, renferme deux (SMRT) ou trois (N-CoR) domaines NID 

(Nuclear receptor Interaction Domain) impliqués dans l'interaction avec les RN (Cohen et al., 2001; 

Seol et al., 1996; Zamir et al., 1996). Ces NID sont composés d'un ou plusieurs motifs d'interaction 
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appelés CoR-NR (Corepressor-NR boxes) caractérisés par la séquence LXXI/HIXXXI/L (où L est une 

leucine et X un acide aminé quelconque) (Hu and Lazar, 1999; Nagy et al., 1999; Perissi et al., 1999). 

Le motif CoR-NR forme une hélice α qui s'insère dans le sillon hydrophobe généré par les hélices H3 

et H4 et par la boucle L3-4 (Figure 10 b). Il est à noter que la partie N-terminale du motif masque la 

surface d'interaction de l'hélice H12. Ceci explique pourquoi les interactions récepteur-

corépresseurs ou récepteur-coactivateurs sont mutuellement exclusives (Nagy et al., 1999). Les 

motifs NID ne présentent pas les mêmes affinités pour les RAR et RXR. Alors que les RXR se lient 

indifféremment aux deux corépresseurs (Germain et al., 2002; Wong and Privalsky, 1998), RARα et 

RARγ interagissent préférentiellement avec SRMT et moins fortement avec N-CoR. Quant à RARβ, il 

fixe les deux corépresseurs avec une très faible affinité.  

De façon tout à fait intéressante, SMRT et N-CoR sont dépourvus d'activité enzymatique 

intrinsèque. En fait, ils interagissent directement avec les RN et servent de plateforme via leurs 

motifs RD et SANT, pour le recrutement de complexes macromoléculaires possédant souvent 

plusieurs activités enzymatiques comme les HDAC (Figure 11). Les protéines HDAC3, TBL-1 

(Transducin β-Like protein 1), TBLR1 (TBL1-Related protein 1), GPS2 (G Protein pathway Suppressor 

2) (Jones and Shi, 2003; Torchia et al., 1998) composent le "cœur" du complexe auquel s'ajoutent 

d'autres partenaires (Perissi et al.), 2010) tels que les HDAC 1-5, 7 et mSin3 (mammalian Switch 

independent 3 protein) (Alland et al., 1997; Heinzel et al., 1997; Nagy et al., 1997). 

L'activité répressive repose sur la coopération entre les différents partenaires : le complexe 

corépresseur, recruté par les récepteurs nucléaires, reconnaitrait initialement les queues des 

histones acétylées (Yu et al., 2003). Cette interaction activerait la fonction enzymatique de la 

protéine HDAC3 qui en retour désacétylerait les queues des histones (Guenther et al., 2000). Ainsi, 

en absence d’AR, le complexe maintiendrait la chromatine sous forme désacétylée et compactée, 

réprimant l’expression des gènes cibles (Hartman et al., 2005; Vermeulen et al., 2004). SMRT et       

N-CoR inhibent également l'initiation de la transcription via des contacts avec TFIIB (Transcription 

Factor II B) et TAF30 (TBP Associated Factor 30) (Muscat et al., 1998; Wong and Privalsky, 1998), 

empêchant ainsi la formation du PIC (Pre Initiation Complexe). 

Des travaux récents ont montré que SMRT, N-CoR et leurs protéines associées peuvent subir 

des modifications post-traductionnelles ou PTM (Post Translational Modification) (phosphorylation, 

ubiquitination, sumoylation, etc.). Ces modifications réguleraient les dynamiques 

d'association/dissociation des complexes (Perissi et al., 2004; Perissi and Rosenfeld, 2005; Perissi et 

al., 2008; Stanya et al., 2008; Tiefenbach et al., 2006), leur demi-vie, leur localisation cellulaire (Hong 

and Privalsky, 2000) et leur activité répressive (Tiefenbach et al., 2006). La régulation de l'activité 
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répressive a également lieu au niveau de l'épissage alternatif des ARNm de SMRT et N-CoR qui 

entraîne la disparition de certains motifs de répression ou de liaison aux RN (Faist et al., 2009; 

Goodson et al., 2005a; Goodson et al., 2005b; Jonas et al., 2007).  

 

     

Figure 11 : Corépresseurs et complexes associés 

Présentation du "cœur" du complexe corépresseur (en pointillé) et des complexes 

associés. La présence de IR-10 dans le cœur reste encore spéculative. 

 

b. Activation en réponse à l'AR 

i. Modèle classique d'activation via le recrutement de corégulateurs 

L'étape clé dans la réponse à l'AR est la fixation du ligand car elle induit des changements 

conformationnels au niveau de l'hélice H12 du LBD, entraînant le départ des corépresseurs et le 

recrutement des coactivateurs. 

De manière générale, les coactivateurs qui interagissent avec le domaine AF-2 des RAR suite 

à la fixation du ligand, possèdent un domaine NID souvent composé de plusieurs motifs conservés du 

type LxxLL ou NR box (Figure 13) (Heery et al., 1997). Ce domaine est nécessaire et suffisant à 

l'interaction récepteur-coactivateur (Chang et al., 1999; Heery et al., 1997). Les structures de 

complexes mettant en jeu un LBD ayant fixé le ligand et des peptides correspondant aux NR-box ont 

été obtenues : le motif LxxLL forme une hélice α qui s'insère dans le sillon hydrophobe du domaine 



 
46 

Introduction 
Les récepteurs de l'acide rétinoïque sont des facteurs de transcription inductibles par le ligand 

AF-2 via les chaînes latérales des leucines (Figure 12) (Darimont et al., 1998; Nolte et al., 1998). 

L'ensemble est stabilisé par l'établissement d'une liaison entre une lysine de l'hélice H3 et un 

glutamate de l'hélice H12. 

 

     

Figure 12 : Changements conformationnels du LBD et interaction avec les coactivateurs 

A.  Structure du LBD de RXR en présence d'un agoniste et d'un motif coactivateur. 

B.  Structure du LBD de apoRXR, (1LBD). 

C.  Réarrangement de H12 du LBD de RARγ suite à la fixation du ligand. 

 

Les coactivateurs sont représentés par la famille des protéines p160 (SRC-1 (Steroid 

Receptor Coactivator 1)/NCoA1 (Nuclear Receptor Coactivator 1), SRC-2/TIF2 (Transcriptional 

Intermediary Factor 2)/ GRIP1 (Glucocorticoid Receptor Interacting Protein 1)/NCoA2 et SRC-3 /AIB1 

(Amplified In Breast Cancer 1)/ACTR (acetyltransferase)/NCoA3/p/CIP (p300/CBP-interacting 

protein)/RAC3 (Retinoic Acid Receptor-interacting protein 3)/TRAM-1 (Thyroid hormone Receptor-

Activated Molecule 1), p300/CBP (E1A-binding protein 300)/(CREB Binding Protein) et ADA-3 (Li et 

al.), 2010).  

Ces coactivateurs p160 possèdent une activité HAT (Histone Acetyl Transferase) intrinsèque 

portée par leur région C-terminale. Cependant, via leurs domaines bHLH-PAS (basic helix-loop-helix 

et period [Per], Aryl hydrocarbon receptor [AhR], single-minded [Sim]) et leurs domaines d'activation 

AD-1 et AD-2, ils servent surtout de plateforme pour le recrutement d'une pléiade de facteurs 

appartenant à des complexes multiprotéiques avec des activités enzymatiques diverses (Figure 13) 

(Perissi and Rosenfeld, 2005). 
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Figure 13 : Coactivateurs et protéines associées 

A.  Représentation schématique des différents domaines des coactivateurs de la 

famille p160 et des domaines d'interaction avec d'autres coactivateurs. AD = 

domaine d'activation, NID = domaine d'interaction avec les RN, bHLH-PAS = basic 

Helix-Loop-Helix-Per AhR Sim 

B.  L'hétérodimère RAR/RXR sous forme holo recrute les coactivateurs. Les p160 jouent 

le rôle de plateforme pour le recrutement d'autres complexes coactivateurs 

renfermant des activités enzymatiques.  

 

Les complexes associés aux coactivateurs ont été classés en quatre groupes : (i) des 

complexes qui modifient covalement les histones via leur activité HAT comme pCAF (p300/CBP 

associated factor), Histone Methyl Transferase (HMT) comme CARM1 (Coactivator Associated 

Arginine Methyltransferase) et PRMT1 (Protein Arginine Methyl Transferase 1) ou encore 

ubiquitinase/deubiquitinase, (ii) des complexes de remodelage de la chromatine ATP-dépendants 
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comme la famille Swi/Snf (Switching deficient/Sucrose Non Fermenting) (Perissi and Rosenfeld, 

2005; Yao et al., 1996) qui altèrent la structure et le positionnement des nucléosomes; (iii) des 

composants du complexe médiateur comme TRAP/DRIP (Vitamin D Receptor Interacting Protein) qui 

interagissent avec les facteurs généraux de la transcription (GTF : General Transcription Factor) et 

aident à l'assemblage du PIC et (iv) des coactivateurs aux fonctions encore inconnues (Privalsky, 

2004).  

L'ensemble de ces coactivateurs agit de façon séquentielle et ordonnée. Les queues              

N-terminales des histones sont modifiées, la chromatine est décompactée et les nucléosomes sont 

déplacés (Dilworth and Chambon, 2001; Perissi and Rosenfeld, 2005; Rosenfeld et al., 2006). Ensuite, 

les promoteurs des gènes cibles vont devenir accessibles aux GTF et à l'ARN polymérase II (ARNpolII) 

(Bastien and Rochette-Egly, 2004; Lefebvre et al., 2005; Rochette-Egly, 2005), permettant ainsi 

l'initiation de la transcription. 

Ce modèle peut subir des variantes en fonction du contexte chromatinien des gènes étudiés. 

En effet, en absence de ligand, les promoteurs de certains gènes cibles peuvent être déjà occupés 

non seulement par RARmais aussi par le médiateur et l’ARN polymérase II (Flajollet et al., 2006; 

Pavri et al., 2005). Dans ce modèle, la sous-unité cdk8 (cyclin-dependent protein kinase 8) du 

médiateur joue un rôle inhibiteur et c'est sa dissociation en réponse à l'AR qui permet l'initiation de 

la transcription (Andrau et al., 2006; Elmlund et al., 2006). Cependant, d'après des études récentes 

de ChIP à l'échelle du génome ("genome wide") des promoteurs ne seraient occupés ni par RAR, ni 

par la machinerie de transcription en absence de ligand (Biddie et al.), 2010;(Martens et al.), 2010). 

Leur recrutement en réponse au ligand nécessiterait alors toute une cascade de phosphorylation 

préliminaire (Publication 2) (cf chapitre III). Enfin, il existe de nombreux RARE très éloignés par 

rapport au promoteur et pour lesquels l'initiation de la transcription nécessite la création de boucles 

au niveau de l’ADN, permettant ainsi le rapprochement des différents acteurs intervenant dans la 

régulation de l’expression des gènes cibles de l’AR (Publication 2). 

Finalement, comme les corépresseurs, les coactivateurs sont des cibles pour diverses PTM 

telles que l'acétylation, la méthylation, la phosphorylation, la SUMOylation et l'ubiquitination qui 

vont moduler leur affinité pour les RN et d'autres corégulateurs, leur localisation cellulaire, leur 

demi-vie et finalement la réponse à l'AR (Wu et al., 2007).  

ii. Corégulateurs non conventionnels  

En raison de son importance fonctionnelle, le LBD des RAR a fait l’objet d’études 

approfondies pour la recherche de nouveaux partenaires. Ainsi, de nombreux corégulateurs non 
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conventionnels ont été identifiés (Lefebvre et al., 2005) : (i) des coactivateurs dépourvus de motifs 

LXXLL et (ii) des corégulateurs à motifs LXXLL mais avec une activité répressive. 

 Corégulateurs dépourvus de motifs LXXLL 

Parmi ces corégulateurs, nous citerons : 

CRABPII (Cytoplasmic Retinoic Acid Binding Protein II) qui a été initialement identifiée 

comme une protéine impliquée dans le transport cytoplasmique de l'AR. Cependant, cette protéine a 

été mise en évidence dans le noyau (Delva et al., 1999) et interagit avec RARα. Cette interaction avec 

le récepteur, stabilisée par la cycline D3 (Despouy et al., 2003), augmente la fixation de l'AR et la 

réponse transcriptionnelle (Budhu et al., 2001; Budhu and Noy, 2002). 

La cycline H qui interagit avec RARα au niveau d'une surface mettant en jeu la boucle L8-9 du 

LBD et distincte de la surface d'interaction avec les coactivateurs. La cycline H joue un rôle d'ancrage 

permettant le bon positionnement de sa kinase associée, cdk7 et ainsi la phosphorylation du NTD de 

RARα (Bour et al., 2005a) (cf chapitre III). 

L'actine et les protéines liant l'actine (ABP : Actin Binding Protein) sont recrutées par les RN 

et participent au contrôle de la transcription (Bour et al., 2007). Dans certains cas, l'actine nucléaire 

participe à des interactions interchromosomales qui permettent de coupler l'initiation et l'élongation 

de la transcription avec la maturation des ARNm (Nunez et al., 2008) et pourrait donc être 

considérée comme un "coactivateur". De plus l'actine et les ABP participent au remodelage de la 

chromatine et à la mise en place d'un réseau d'actine favorable aux mouvements dans le noyau 

(Gottschalk et al., 2008). 

SUG-1 (Suppressor for Gal1) qui est une sous-unité du protéasome 26S renfermant une 

activité ATPasique (Finley, 2009). SUG-1 interagit avec les RAR (vom Baur et al., 1996) et participe à la 

dégradation des RAR et de certains coactivateurs mais également à la régulation de leur activité 

transcriptionnelle (cf Résultats) (Gianni et al., 2002a) (Publication 1). 

TACC1 (Transforming Acidic Coiled-Coil 1) qui d'après des travaux récents, interagirait avec 

RARα et RXRα en absence de ligand (Guyot et al.), 2010) et jouerait un rôle d'échafaudage dans le 

recrutement de complexes coactivateurs. 

 Corépresseurs à motifs LXXLL 

Ces protéines présentent de grandes similitudes avec les coactivateurs de la famille p160 

puisqu'elles possèdent plusieurs motifs de type LxxLL permettant leur interaction avec les RAR en 
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présence d'AR ou d'agonistes (Gurevich et al., 2007; White et al., 2004). Cependant, elles jouent un 

rôle répresseur via le recrutement de complexes répresseurs de la transcription (Figure 14) (Gurevich 

et al., 2007; White et al., 2004). 

C'est le cas de RIP 140 (Receptor Integrating Protein of 140 kDa) qui a initialement été 

identifié comme un corégulateur de ERα (Cavailles et al., 1994; Cavailles et al., 1995) et qui présente 

neuf motifs LXXLL. Via six de ces motifs, RIP140 interagit avec RAR et RXR de façon ligand 

dépendante (Heery et al., 2001; Wei et al., 2000) et réprime la transcription des gènes cibles de l'AR 

via le recrutement de HDAC (Farooqui et al., 2003; Lee et al., 1998; Lee and Wei, 1999; Wei et al., 

2001). 

De la même façon, LCoR (Ligand-dependent CoRepressor), PRAME (Preferentially expressed 

Antigen in Melanoma), TIF1α (Transcription Intermediary Factor 1α) interagissent via leur motifs 

LXXLL (sept dans PRAME, un dans LCoR et TIF1α) avec les RAR en présence de ligand. Ils renferment 

des domaines de répression qui permettent le recrutement des corépresseurs conventionnels 

comme CtBP (C-terminal Binding Protein), les HDAC et les facteurs de la famille polycomb (Augereau 

et al., 2006; Fernandes et al., 2003; Palijan et al., 2009; Perissi et al.), 2010;(Wei et al., 2000). 

 

  

Figure 14 : Corépresseurs à motifs LxxLL et complexes associés 

Les corépresseurs à motifs LxxLL entrent en compétition avec les coactivateurs de la 

famille p160 pour leur fixation au niveau du domaine AF-2 des récepteurs ayant fixé le 

ligand. Les corépresseurs recrutent des HDAC ou autres protéines portant des activités 

enzymatiques qui maintiennent la chromatine compactée et empêchent la transcription 

des gènes cibles de l'AR. 
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3. Association des RAR avec des ARN 

a. Interaction avec des ARNm 

Récemment, deux équipes ont mis en évidence un nouveau rôle de RAR, indépendant de 

ses fonctions transcriptionnelles habituelles, dans des cellules neuronales (dendrites) (Chen et al., 

2008; Maghsoodi et al., 2008). Dans ces cellules, l’AR participe à la plasticité synaptique en 

augmentant rapidement la fréquence des potentiels d’action et la libération de neurotransmetteurs 

au niveau des synapses (Aoto et al., 2008; Liao et al., 2004; Liou et al., 2005). Cette activité a été 

corrélée à une traduction rapide (de l’ordre de 5 à 10 minutes) et à l'export au niveau de la 

membrane plasmique de récepteurs au glutamate (GluR1) (Aoto et al., 2008; Chen and Napoli, 2008).  

Ces effets, dépendants de RAR (Chen and Napoli, 2008; Liao et al., 2004), sont trop rapides 

pour découler de mécanismes transcriptionnels. Dans ce contexte, il est intéressant de noter que 

dans les neurones, RARα est présent non seulement dans les noyaux mais aussi dans le cytoplasme 

(Aoto et al., 2008) au sein de granules composées d'ARNm, de protéines associées aux ARN, de    

sous-unité de ribosomes et de facteurs d'initiation de la traduction (Maghsoodi et al., 2008). Ces 

structures permettent le transport et le stockage d'ARNm puis leur traduction locale et rapide en 

réponse à des stimuli ou à des stress cellulaires (Knowles et al., 1996). Dans ces granules, RAR 

interagirait directement via son domaine F et/ou l’hélice H12, avec l'extrémité 5'UTR de certains 

ARN, comme les ARNm codant GluR1 et GluR2 empêchant ainsi l'initiation de leur traduction 

(Figure 15) (Chen et al., 2008; Poon and Chen, 2008). Suite à la fixation de l'AR et aux changements 

conformationnels du LBD, l'interaction serait interrompue permettant la traduction des ARNm 

codant GluR1 (Aoto et al., 2008; Chen and Napoli, 2008). L'AR et RARα joueraient donc un rôle clé 

dans la plasticité synaptique via la régulation de la traduction d'ARNm (Aoto et al., 2008). 
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Figure 15 : Régulation de la traduction des ARNm GluR1 par RARα 

A. Dans les neurones, RARα interagit au sein de granules ARN avec l'ARNm codant les 

récepteurs du glutamate (GluR1) et réprime la traduction. eIF = facteurs d'initiation 

de la traduction 

B. La fixation de l'AR interrompt cette interaction, l'inhibition de la traduction est 

levée et l'ARNm traduit.  

C. Les GluR sont alors exportés et exposés à la surface des neurones dans l'espace 

synaptique.  

 

b. Interaction avec des ARN non codants 

L'implication d'ARN non codants ou de protéines fixant des ARN dans le fonctionnement des 

RAR a été suggérée depuis quelques années (Barrandon et al., 2008). En effet, l'équipe du                  

Pr. O'Malley a mis en évidence un nouveau corégulateur ARN : SRA (Steroid receptor RNA Activator) 

(Lanz et al., 1999) qui participerait à la transactivation des gènes cibles de la plupart des RN. SRA 

interagirait avec les RN soit directement (TR) (Xu and Koenig, 2004) soit indirectement (ER, PR et 

RAR) (Colley and Leedman, 2009) via des contacts avec d'autres coactivateurs comme SRC-1 (Zhao et 

al., 2004).  

Cependant, le mode d'action de SRA reste flou. En effet, bien que jouant majoritairement un 

rôle coactivateur en tant qu'échafaudage au sein de différents complexes protéiques (Hatchell et al., 

2006), SRA jouerait aussi un rôle corépresseur lorsqu'il est associé à des protéines telles que SHARP 

(SMRT/HDAC Associated Repressor Protein) (Shi et al., 2001) et SLIRP (SRA stem-Loop Interacting 

RNA binding Protein) (Hatchell et al., 2006).  
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Dans le contexte de RARγ, SRA interagirait indirectement avec le premier doigt de zinc du 

DBD du récepteur via deux pseudouridine synthases Pus1p et Pus3p (Figure 16) (Zhao et al., 2004; 

Zhao et al., 2007). Les modifications de SRA induites par Pus1 et Pus3, aiguilleraient certaines 

interactions avec les corégulateurs et dirigeraient SRA soit vers un rôle coactivateur soit corépresseur 

(Zhao et al., 2007). 

 

              

Figure 16 : Mode d'action de SRA/Pus1p sur la transactivation des gènes cibles de l'AR 

L'ARN non codant SRA est activé via sa pseudouridylation par mPUS1p. 

 

Il a également été démontré que les RAR ont la capacité de se lier à des homopolymères 

d’ARN via leur LBD, mais la fonctionnalité de cette interaction reste encore élusive (Lalli et al., 2000).  

Enfin comme décrit dans le paragraphe I.B.1.c, Acinus S', un nouveau partenaire du NTD de 

RAR (Vucetic et al., 2008) a également été trouvé associé à des complexes impliqués dans la 

maturation des ARN, notamment le complexe ASAP (Apoptosis Splicing Associated Protein) (Schwerk 

et al., 2003) ainsi que dans le complexe de Jonction Exon/Exon (EJC) (Tange et al., 2005).  

Ces données établissent un lien entre la régulation de l’expression des gènes et la 

maturation des ARN.  
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II. Nouvelles activités des RAR : interférences des RAR et de l'AR 

avec les voies de signalisation 

Depuis longtemps, l’AR est connu pour sa capacité non seulement à inhiber la prolifération 

des cellules et à induire leur différenciation mais aussi à activer des cascades de kinases. Cependant, 

ces effets relativement tardifs mettent en jeu l’activité transcriptionnelle des RAR, c'est le cas de 

l'induction des sous-unités p110 et p85 de la kinase PI3K (PhosphoInositide 3-Kinase) ou les 

kinases PKCα et β (Protéine Kinase C) (Bastien et al., 2006; Kambhampati et al., 2003; Lopez-Carballo 

et al., 2002; Uruno et al., 2005). En effet, les promoteurs des gènes codant p85 et PKCα renferment 

un DR5 (Bastien et al., 2006; Bastien and Rochette-Egly, 2004). 

Récemment, il a été démontré par plusieurs laboratoires, dont celui du                                     

Dr. Cécile Rochette-Egly, que l'AR induit très rapidement (dans les minutes qui suivent son addition) 

des cascades de kinases via des effets non génomiques. Parmi ces cascades kinasiques, les MAPK et 

la voie PI3K/Akt ont fait l’objet de nombreux travaux (Figure 17). En effet, la voie MAPK/ERK 

impliquée dans la différenciation et la survie cellulaire est activée quelques minutes après l’addition 

d’AR dans de nombreux types cellulaires : cellules embryonnaires (ES, P19) (Bost et al., 2002; Gupta 

et al., 2008), cellules épithéliales tumorales (Aggarwal et al., 2006; Pasquali et al., 2005; Yen et al., 

1998), cellules germinales (Zanotto-Filho et al., 2008), cellules nerveuses (Alique et al., 2006; Canon 

et al., 2004; Chen and Napoli, 2008). Selon les travaux récents de l’équipe, la voie de la 

p38MAPK/MSK1 est aussi activée dans plusieurs systèmes cellulaires : cellules de cancer du sein 

(MCF7) (Publication 2), fibroblastes embryonnaires (MEF) (Publication 2), carcinomes embryonnaires 

(F9) et cellules leucémiques (NB4) (Alsayed et al., 2001). Enfin, une activation de la voie PI3K/Akt a 

été observée dans diverses lignées cellulaires : neuroblastomes (Lopez-Carballo et al., 2002; Masia et 

al., 2007), fibroblastes (Masia et al., 2007) et carcinomes embryonnaires (F9) (Bastien et al., 2006) 

(Figure 17).  
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Figure 17 : Voies de signalisation et cibles phosphorylées 

En réponse à l'AR ou à d'autres stimuli, différentes voies kinasiques comme la voie des 

MAPK (ERK, JNK, p38), PI3K/Akt, AMPc/PKA, peuvent être activées. Ces voies contrôlent 

la transcription des gènes cibles de l'AR en phosphorylant différentes cibles (récepteurs, 

complexes corégulateurs, médiateur, GTF). 

 

Comment l'AR active les différentes voies de signalisation reste encore à définir. Cependant, 

de plus en plus de travaux tendent à montrer que les RAR sont impliqués indépendamment de leur 

activité transcriptionnelle. En effet, une forme des RAR localisée au niveau de la membrane 

plasmique serait impliquée dans le processus. En effet, des expériences de microscopie confocale et 

de fractionnement effectuées par différents laboratoires (Chen and Napoli, 2008; Masia et al., 2007) 

dont celui du Dr. Cécile Rochette-Egly (Piskunov et al., manuscrit en préparation) montrent qu'une 

faible proportion de RAR est présente au niveau de la membrane plasmique associée aux Raft.  

D'après certains travaux, les RAR formeraient un complexe stable avec la sous-unité 

régulatrice p85 de PI3K (Figure 18b) (Lopez-Carballo et al., 2002; Masia et al., 2007; Ohashi et al., 
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2009) ou interagiraient via le motif riche en prolines du NTD avec le domaine SH3 de la kinase src 

aboutissant à l'activation de la GTPase RAC1 en aval (Figure 18a) (Dey et al., 2007).  

 

 

Figure 18 : Activation des voies kinasiques et effets non génomiques de l'AR 

L'AR induit des effets non génomiques via l'activation de kinases indépendamment (C. et 

D.) ou non (A. et B.) des RAR mais qui in fine peuvent converger vers des effets 

génomiques. Des interférences (flèches grises) peuvent aussi avoir lieu entre les 

différentes voies kinasiques. A.(Dey et al., 2007)B.(Masia et al., 2007)C.(Aggarwal et al., 

2006; Kim et al., 2007b; Lopez-Andreo et al., 2005)D. Publication 2,(Chai et al., 2009; 

Gianni et al., 2006). 

 

De façon intéressante, l'équipe du Dr. Cécile Rochette-Egly a montré que suite à son 

activation par l'AR, la p38MAPK a comme cible une autre kinase : MSK1 (Mitogen- and Stress-

activated Kinase 1) (Figure 18d) (Publication 2). MSK1 est essentiellement nucléaire et serait activée 
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aussi bien par la p38MAPK que par les ERK. Elle est composée de deux domaines kinasiques reliés par 

un "linker". Le domaine C-terminal de MSK1 interagit avec la p38MAPK ou avec les ERK qui le 

phosphorylent sur une sérine, activant la fonction kinasique du domaine (Deak et al., 1998). Ce 

dernier phosphoryle alors le domaine N-terminal impliqué dans la phosphorylation des substrats 

(Vicent et al., 2006).  

Parmi les substrats de MSK1, on distingue les histones (Figure 18d), des facteurs de 

transcription (CREB (Cyclic AMP Response Element Binding), NF-κB (Nuclear Factor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B-cells 3) et STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) 

(Ordonez-Moran and Munoz, 2009; Roux and Blenis, 2004; Vermeulen et al., 2009) et les récepteurs 

nucléaires comme PR (Vicent et al., 2006) et RAR (Publication 2). En outre, des expériences de co-

immunoprécipitation de la chromatine ont montré que MSK1 est recrutée au niveau des promoteurs 

des gènes cibles de RARα et de PR afin de phosphoryler les histones (Publication 2) (Vicent et al., 

2006).  

En effet, les histones H3 sont une cible pour la kinase MSK1 qui les phosphoryle sur la sérine 

10 (Soloaga et al., 2003) (Publication 2). Cette modification est couplée à l'acétylation ainsi qu'à 

d'autres modifications des histones et participe ainsi au code histone et à l'activation de la 

transcription (Cheung et al., 2000; Lo et al., 2000). In fine, cette phosphorylation contribue à la 

relaxation de la chromatine (Dunn et al., 2005; Vermeulen et al., 2009) permettant le recrutement de 

la machinerie transcriptionnelle. 

A noter que dans certaines lignées cellulaires, ce schéma faisant intervenir les RAR dans 

l'activation des kinases n'est pas transposable. En effet, l'activation des MAPK par l'AR n'est pas 

affectée par l'utilisation d'antagonistes des RAR ou l'utilisation de siRNA dirigés contre ces récepteurs 

(Aggarwal et al., 2006; Kim et al., 2007b; Liao et al., 2004). Cette activation des kinases passerait par 

un autre mécanisme indépendant des RAR faisant intervenir les PKC. En effet, l'utilisation 

d'inhibiteurs de la PKC entraîne une inactivation des ERK (Aggarwal et al., 2006; Nakagawa et al., 

2003). En parallèle, des données cristallographiques du complexe PKC/AR montrent que la PKCα peut 

fixer l'AR (Ochoa et al., 2003; Radominska-Pandya et al., 2000) et que son activité en est modulée 

(Lopez-Andreo et al., 2005). Plus précisément, l'AR se fixe préférentiellement sur le domaine C2 de la 

PKAα et entraîne une translocation de la kinase au niveau des membranes perinucléaire et 

plasmique. Cette dernière localisation permet l'activation de la voie Raf/MEK/ERK/RSK/CREB 

conduisant in fine, à l'expression des gènes sous le contrôle de CREB (Figure 18c) (Aggarwal et al., 

2006; Kim et al., 2007b). 



  
Introduction 

Nouvelles activités des RAR : interférences des RAR et de l'AR avec les voies de signalisation 
59 

En conclusion, selon le type cellulaire, des voies kinasiques différentes sont activées en 

réponse à l’AR. De plus, ces voies peuvent interférer entre elles : inhibition des voies p38MAPK et 

JNK (c-Jun NH2-terminal Kinase) et activation de la voie MAPK/ERK (Bost et al., 2002; Shinozaki et al., 

2007; Yen et al., 1999), inhibition de PI3K/Akt et activation de la p38MAPK (Figure 18) (Gianni et al., 

2002b). Ces interdépendances et ces spécificités cellulaires pourraient en partie expliquer la diversité 

des réponses cellulaires (différenciation, prolifération, apoptose) observées en présence d’AR. Etant 

donné la rapidité de l’activation des cascades par l’AR et la localisation des RAR, la réponse à l'AR est 

transmise par des mécanismes indépendants de la transcription, au niveau du cytoplasme et/ou de la 

membrane plasmique, dépendants ou non des RAR (Alsayed et al., 2001; Bruck et al., 2009; Canon et 

al., 2004; Liao et al., 2004; Valverde and Parker, 2002). 
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III. Les RAR et leur coactivateur SRC-3 sont des phosphoprotéines 

Selon le type cellulaire et les voies impliquées, de nombreuses protéines peuvent être les 

cibles des kinases activées par l'AR, telles que des protéines associées au cytosquelette ou à la 

membrane (Zhu et al., 1999b), des protéines impliquées dans l'épissage (Laserna et al., 2009), des 

facteurs généraux de transcription (Aggarwal et al., 2006; Canon et al., 2004; Kim et al., 2007b) et les 

histones (Publication 2). Les récepteurs nucléaires eux-mêmes et leurs corégulateurs dont SRC-3, 

sont également des cibles de ces kinases (Perissi et al., 2008). 

A. Sites de phosphorylation des RAR, des RXR et de SRC-3 

1. RAR 

Certaines kinases abordées précédemment phosphorylent les RAR en réponse à l'AR. Des 

sites ont été identifiés au sein des différents domaines, notamment dans le NTD et le LBD (Tableau 

2). Nous ne nous intéresserons qu'aux sites phosphorylés en réponse à l'AR et modulant l'activité 

transcriptionnelle des RAR.  

Le NTD des RAR contient plusieurs sites consensus pour des kinases de type Cdk ou MAPK 

(Tableau 2). Ces sérines (S77 pour RARα, S79 pour RARγ1 ou S68 pour RARγ2) entourées de prolines 

sont phosphorylées par la kinase cdk7 qui forme avec la cycline H et MAT1 (Ménage A Trois 1) le 

complexe ternaire CAK (Cdk Activating Complex), sous-complexe du facteur général de transcription 

TFIIH (Bastien et al., 2000; Rochette-Egly et al., 1997). Le sous-type RARγ est également phosphorylé 

par la p38MAPK au niveau d'une sérine adjacente (S77 pour RARγ1 ou S66 pour RARγ2) appartenant 

à ce même motif riche en prolines (Gianni et al., 2002a; Gianni et al., 2002b). 

Le LBD renferme lui aussi des sites de phosphorylation (Tableau 2). De façon tout à fait 

intéressante, la boucle L9-10, très flexible et non structurée, renferme une sérine (S369 pour RARα, 

S371 pour RARγ1 ou S360 pour RARγ2) au sein d'un motif riche en arginines et en lysines, 

correspondant à un site consensus de phosphorylation pour plusieurs kinases dont la PKA 

(dépendante de l'AMPcyclique), Akt (protein kinase B), p70S6 et MSK1 (Gaillard et al., 2006; 

Rochette-Egly et al., 1995) (Publication 2). Ceci suggère que ce site pourrait intégrer des signaux 

provenant de diverses voies de signalisation. 

Ces sites de phosphorylation ont été identifiés dans le cas des sous-types α et γ de RAR. 

Cependant dans le cas de RARβ, il reste à définir si ces sites sont phosphorylables et en réponse à 

quels stimuli. 
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Tableau 2 : Domaines et sites de phosphorylation des RAR et kinases associées 

 

2. RXR 

Au laboratoire, il a été démontré que le partenaire d'hétérodimérisation RXR est aussi 

phosphorylé au niveau de plusieurs résidus localisés dans le NTD et le LBD (Tableau 3) (Adam-Stitah 

et al., 1999; Bastien et al., 2002). 

Le NTD de RXR renferme quatre sites de phosphorylation. L'un (S22) est phosphorylé de 

façon constitutive par des Cdk et participe à l'activité antiproliférative de l'AR (Bastien et al., 2002). 

Les trois autres sites (S61, S75 et T87) sont phosphorylés par des MAPK en réponse à l'AR et 

participent à l'activité transcriptionnelle de RXR (Bruck et al., 2005; Gianni et al., 2003). 

Quant au LBD, il peut être phosphorylé au niveau de la sérine 265 par des MAPK. La 

phosphorylation de ce résidu aurait un rôle inhibiteur (Bruck et al., 2005). 
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Tableau 3 : Sites de phosphorylation des RXR et kinases associées 

 

3. SRC-3  

Le coactivateur SRC-3 possède onze sites de phosphorylation : T24, S101, S102, S505, S509, 

S543, S601, S857, S860, S867 et Y1357 (Figure 19) (Gojis et al.), 2010;(Giamas et al., 2009; Wu et al., 

2007) mis en évidence dans le contexte des œstrogènes (E2). Ainsi, en réponse à E2, ces résidus sont 

phosphorylés par diverses kinases telles que ERK1/2, JNK, p38MAPK, IKKα (Iκ–B Kinase), CK1δ (Casein 

Kinase 1 δ) et Abl1 (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) (Giamas et al., 2009; Oh et 

al., 2008; Park et al., 2005; Wu et al., 2004b). A noter qu'une quinzaine de phosphatases peuvent 

déphosphoryler SRC-3 (Li et al., 2008). 

SRC-3 renferme quatre sérines 505, 543, 860 et 867 appartenant à des sites consensus pour 

la p38MAPK (Wu et al., 2007). Au laboratoire, il a été montré que SRC-3 est phosphorylé en réponse 

à l'AR suite à l'activation de la p38MAPK (Gianni et al., 2006). Cette phosphorylation régule 

spécifiquement l’interaction avec le récepteur RARα et participe ainsi à l’activité transcriptionnelle 

de RARα. Elle participe aussi à la dégradation du coactivateur (Gianni et al., 2006). Cependant, peu 

de choses sont connues quant aux mécanismes de ces phosphorylations. De plus, rien n'indique que 

les modèles proposés dans le contexte des œstrogènes par l'équipe du Pr. O'Malley sont 

transposables aux rétinoïdes. 
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Figure 19 : Organisation modulaire de SRC-3, sites de phosphorylation et kinases 
associées 

SRC-3 possède onze sites de phosphorylation. Les kinases et/ou stimuli impliqués dans 

ces phosphorylations sont indiqués. 

 

B. Rôles de la phosphorylation dans la réponse à l'AR 

1. Rôles de la phosphorylation des RAR (pour revue Publication 4) 

a. Localisation intracellulaire des RAR 

De manière générale, les RAR sont majoritairement nucléaires. Cependant, des expériences 

de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) ont montré qu'il existe un équilibre entre les 

localisations nucléaires et cytoplasmiques des RAR et des RXR (Dong et al., 2004; Kumar et al., 2006; 

Maruvada et al., 2003). La localisation intracellulaire des RAR est régulée par différents facteurs. Des 

protéines de types Importines α/β reconnaissent la séquence NLS (Nuclear Localization Signal) 

présente dans la région charnière et facilitent son transport dans le noyau (Hamy et al., 1991; Mezaki 

et al., 2009) (Figure 20).  

 

 

Figure 20 : Séquence NLS de RARα 

Les lettres en rouge indiquent les résidus basiques présents dans la région charnière. 
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Le ligand, certains partenaires comme CART1 (Cytoplasmic Adaptor for RAR and TR) (Park et 

al.), 2010) et le partenaire d’hétérodimérisation RXR jouent aussi un rôle clé dans l'import nucléaire 

des RAR (Han et al., 2009b; Maruvada et al., 2003; Prufer and Barsony, 2002). De manière 

intéressante, les modifications post-traductionnelles contrôleraient également la localisation 

intracellulaire des RAR (Braun et al., 2002; Han et al., 2009a; Sun et al., 2007; Tahayato et al., 1993). 

En effet, suite à la phosphorylation du NTD par la p38MAPK, à son hétérodimérisation et à la fixation 

du ligand, RARγ est transporté dans le noyau (Han et al., 2009b). D'après Braun et al., dans les 

cellules de Sertoli, l'activation de la PKC puis des MAPK entraînerait la translocation de RARα dans le 

noyau (Braun et al., 2000; Braun et al., 2002). 

b. Association/dissociation de corégulateurs au niveau du NTD 

Les résidus phosphorylables du NTD des RAR sont situés au sein d'un motif riche en prolines 

qui peut interagir avec des protéines renfermant des domaines SH3 (Li, 2005) ou WW (Kay et al., 

2000a). Par conséquent, la phosphorylation de ces résidus peut favoriser ou inhiber des 

interactions (Kay et al., 2000b; Macias et al., 2002; Sudol et al., 2001; Zarrinpar and Lim, 2000). Ainsi 

au laboratoire, il a été démontré que l'interaction du NTD de RARγ avec le troisième domaine SH3 de 

la vinexine β n'a lieu qu'en absence de phosphorylation. Puis, la phosphorylation du NTD induit la 

dissociation de la vinexine β (Bour et al., 2005b; Lalevee et al.), 2010). Cette dissociation a un effet 

positif sur la transcription puisqu'elle induit le départ d'un répresseur (Bour et al., 2005b; Lalevee et 

al.), 2010). Par contre dans le contexte de RARα, la phosphorylation du NTD favorise l'interaction 

avec Pin1 (Peptidyl-Prolyl Isomerase 1), une protéine à domaines WW (Brondani et al., 2005). Ici, 

cette interaction régulerait négativement l'activité de RARα en induisant sa dégradation (Brondani et 

al., 2005; Gianni et al., 2009).  

Ainsi, en modulant les interactions des RAR avec des corégulateurs, les phosphorylations 

permettraient de passer rapidement d'un état transcriptionnel répresseur à un état actif et 

réciproquement. 

c. Recrutement à l'ADN 

Au laboratoire, il a été montré que in vivo, suite à l’activation de la voie p38MAPK/MSK1 par 

l’AR, la phosphorylation de la sérine 369 de RARinitie une cascade de phosphorylation et de 

recrutements de complexes protéiques (Publication 2). La sérine 369 est localisée dans la boucle   

L9-10 du LBD, à proximité du site d’ancrage de la cycline H (Figure 21) (Gaillard et al., 2006) 

(Publication 2). La phosphorylation de ce résidu induit des changements conformationnels qui vont 
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favoriser la fixation de la cycline H et par voie de conséquence le bon positionnement de la kinase 

cdk7 conduisant à la phosphorylation de la sérine 77 du NTD (Bour et al., 2005a; Gaillard et al., 2006).  

 

   
Figure 21 : Les effets génomiques et non génomiques convergent pour initier la 
transcription des gènes cibles de RARα en réponse à l'AR 

A.  Schéma représentant les deux sites de phosphorylation impliqués dans l'activité 

transcriptionnelle de RARα et leurs kinases associées. 

B. L'AR induit des effets génomiques et non génomiques qui convergent afin d'initier 

la transcription des gènes cibles de RARα. 
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En parallèle, la kinase MSK1 phosphoryle la sérine 10 des histones H3 (Lefebvre et al., 2002; 

Vicent et al., 2008). Cette modification entraîne l'acétylation de la lysine 14 des mêmes histones 

(Cheung et al., 2000; Lo et al., 2000), le recrutement des complexes de remodelage SWI/SNF selon le 

code histone puis la relaxation de la chromatine (Vicent et al., 2009) (Publication 2). 

Ces deux cascades d’évènements (phosphorylation de RARα et des histones) permettent le 

recrutement de RAR au niveau des RARE et l’initiation de la transcription des gènes cibles 

(Publication 2). Ces cascades ont été mises en évidence dans le cas de RARα et il reste à déterminer si 

elles sont transposables aux autres RAR. 

Il est à noter que la phosphorylation de la sérine 77 joue un rôle clé dans la transcription des 

gènes cibles de l’AR (Bastien et al., 2000; Boudjelal et al., 1997; Rochette-Egly et al., 1997; Rochette-

Egly et al., 2000). De plus, la phosphorylation de la sérine 77 conduit à la transactivation ligand-

indépendante par RARα de gènes sous le contrôle du promoteur pfgf8 (Brondani et al., 2005). Enfin, 

dans des fibroblastes issus de patients atteints de la maladie Xeroderma Pigmentosum, caractérisée 

par une mutation au niveau d’une sous-unité (XPD (Xeroderma Pigmentosum group D-

complementing protein)) du complexe TFIIH, RAR est hypophosphorylé au niveau de la sérine 77 

et la réponse à l’AR est inhibée (Keriel et al., 2002). A présent, il reste à élucider comment la 

phosphorylation du NTD du récepteur peut influencer son recrutement au niveau de l’ADN et/ou le 

recrutement de partenaires afin d'initier la transcription des gènes cibles. 

2. Rôles de la phosphorylation de SRC-3 

Les rôles de la phosphorylation de SRC-3 en réponse à l'AR commencent seulement à être 

décryptés. Néanmoins, dans le contexte des œstrogènes, des modèles de régulation et 

d'interdépendance entre les différentes phosphorylations et/ou autres PTM du coactivateur ont été 

proposés. Une approche protéomique a permis de mettre en évidence une quarantaine de PTM pour 

la plupart interdépendantes (O'Malley et al., 2008). Le code formé par les différentes combinaisons 

de ces modifications permet d'intégrer de multiples signaux et conduit à la formation de 

complexes protéiques de composition variable, impliqués dans des interactions avec des 

corégulateurs/récepteurs ou dans la localisation intracellulaire de SRC-3 (Tableau 4) (Lonard and 

O'Malley, 2006; Wu et al., 2004b; Yu et al., 2007). En règle générale, la phosphorylation joue un rôle 

clé dans l'activation de SRC-3 ; son hypophosphorylation est souvent corrélée à un état inactif, à 

l'inverse, son hyperphosphorylation correspondant à un état actif (Lonard et al., 2007; Wu et al., 

2007; Wu et al., 2004b).  
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Tableau 4 : Phosphorylations de SRC3, kinases et PTM associées 

En réponse à l'AR et à E2, SRC-3 est phosphorylé par différentes kinases (en noir). Ces 

phosphorylations peuvent être couplées à d'autres PTM et induire différents effets. Elles 

sont également régulées par des phosphatases (en bleu). 

  

a. Phosphorylation de SRC-3 en réponse à divers stimuli 

La phosphorylation de SRC-3, en réponse à divers stimuli (TNFα (Tumor Necrosis Factor α), 

EGF (Epidermal Growth Factor), E2), régule de nombreuses fonctions du coactivateur et notamment 

sa localisation (Amazit et al., 2007; Coste et al., 2006; Wu et al., 2002). Ainsi, le coactivateur oscille 

entre le noyau où il joue son rôle de coactivateur des RN (Figure 22b) et le cytoplasme où il peut être 

impliqué dans la régulation de la traduction (Yu et al., 2007) ou la régulation des EGFR (Epidermal 

Growth Factor Receptor) (Lahusen et al., 2007).  

L'état de phosphorylation de SRC-3 et les combinaisons d'autres modifications modulent 

spécifiquement les interactions du coactivateur avec d'autres corégulateurs comme CBP, p300 et 

CARM1 (Figure 22a) (Giamas et al., 2009; Oh et al., 2008; Torchia et al., 1997; Wu et al., 2004b; Wu et 

al., 2005). De manière intéressante, en interagissant avec SRC-3 phosphorylé, Pin1 induit des 

changements conformationnels qui augmentent l'interaction du coactivateur avec CBP/p300 (Figure 

22d) (Yi et al., 2005). L'état de phosphorylation de SRC-3 influence également son interaction avec les 

RN (Wu et al., 2004b), pour revue(Li and Shang, 2007) et celle des RN avec leurs éléments de réponse 

(Amazit et al., 2007; Wu et al., 2007; Wu et al., 2004b). Ces effets peuvent être réversés par des 

phosphatases comme PDXP (Tableau 4) (Pancreas/Duodenum homeobox protein 1), PP1 (Protein 
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Phosphatase 1) et PP2A dont la surexpression réduit considérablement l'interaction entre ER et     

SRC-3 (Li et al., 2008).  

 

 

Figure 22 : Propriétés de SRC-3 régulées par des PTM 

A. Modulation des interactions moléculaires. SRC-3 est recruté sur le promoteur avec 

d'autres coactivateurs. Une fois la transcription initiée, il est méthylé et se dissocie. 

B. Régulation de la localisation de SRC-3. EGF induit la phosphorylation de SRC-3 et 

son import dans le noyau. 

C. La phosphorylation régule la stabilité de SRC-3 soit en empêchant soit en favorisant  

le recrutement du protéasome 

D.  Régulation des changements conformationnels. Pin1 interagit avec SRC-3 

phosphorylé et induit des changements conformationnels qui augmentent 

l'interaction entre le coactivateur et CBP. 
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Dans les cellules, le niveau d'expression de SRC-3 est finement régulé, en particulier via sa 

dégradation, elle-même modulée par différentes combinaisons de phosphorylations et/ou de PTM 

qui participent à son ubiquitination (Figure 22c). En effet, en réponse aux œstrogènes, la kinase GSK3 

(Glycogen Synthase Kinase 3) phosphoryle la sérine 509 de SRC-3, ce qui induit la phosphorylation de 

la sérine adjacente 505 (Figure 23). Cette dernière phosphorylation permet le recrutement de la E3 

ubiquitine ligase Fbw7α (F-box and WD-40 domain-containing protein 7 α) qui monoubiquitine SRC-

3 au niveau des lysines 723 et 786 (Wu et al., 2007). Ces monoubiquitinations participent de façon 

positive à l'activation des gènes cibles de ER ; ainsi, à chaque cycle transcriptionnel, une ubiquitine 

est greffée à la précédente. Lorsque la chaîne d'ubiquitines compte plus de 4 unités, le protéasome 

est recruté et dégrade le coactivateur (Wu et al., 2007).  

 

 

Figure 23 : Les PTM composent un code conduisant à la dégradation de SRC-3  

La dégradation de SRC-3 en réponse aux œstrogènes, dépend de sa phosphorylation 

préalable sur les résidus S505 et S509 permettant le recrutement de la E3 ubiquitine 

ligase Fbw7 qui mono- puis poly-ubiquitine le coactivateur. Enfin, le protéasome est 

recruté et dégrade SRC-3.  

 

Cependant, le recrutement du protéasome peut être inhibé par d'autres phosphorylations. 

Ainsi, la phosphorylation de SRC-3 par les kinases aPKC (atypical Protein Kinase C) (Figure 22c) et CKδ 

(Casein Kinase delta) interrompt l'interaction avec des sous-unités du protéasome et stabilise le 

coactivateur (Yi et al., 2008). Il est intéressant de noter que la aPKC est surexprimée dans de 

nombreux cancers et participerait ainsi via la stabilisation de SRC-3 à leur progression via la 

transcription de gènes cibles impliqués dans la prolifération cellulaire (Yi et al., 2008). 
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b. Rôles de la phosphorylation de SRC-3 en réponse à l'AR 

En réponse à l'AR, SRC-3 devient rapidement phosphorylé par la p38MAPK (Gianni et al., 

2006). Dans un premier temps, cette phosphorylation participe à l'initiation de la transcription des 

gènes cibles (Gianni et al., 2006). Etant donné que la phosphorylation de SRC-3 supprimerait 

l'interaction avec RARα, il a été proposé que cette phosphorylation participerait à la dynamique des 

échanges entre les RAR et leurs corégulateurs (Chai et al., 2009; Gianni et al., 2006). Des résultats 

similaires ont été obtenus dans des cellules lymphocytaires (NB4) (Gianni et al., 2006) et dans des 

cellules embryonnaires neuronales (Chai et al., 2009).  

Enfin, de façon surprenante, à la fin de la réponse à l'AR, la phosphorylation de SRC-3 induit 

sa dégradation par le protéasome (Gianni et al., 2006). Il est important de noter que ce type de 

régulation de SRC-3 n'a été observé qu'en présence de RARα. En effet, aucune phosphorylation 

et/ou dégradation du coactivateur n'a été observée en présence de RARγ (Gianni et al., 2006). Les 

raisons de cette divergence n'ont pas encore été élucidées. 

En conclusion, le code formé par la combinaison de phosphorylations et d'autres PTM 

permet l'intégration de multiples signaux afin de composer une réponse adaptée et précise. Cela 

explique, en partie, comment dans des contextes différents une seule protéine peut être impliquée 

dans de nombreux mécanismes moléculaires et induire des réponses fines et spécifiques (Li and 

Shang, 2007; Lonard and O'Malley B, 2007).  

C. Phosphorylation et cancer 

1. Phosphorylation aberrante des RAR et cancer 

En réponse à des facteurs environnementaux (irradiation aux UV et choc thermique), lors 

d’inflammations ou dans certains cas de cancers, de nombreuses voies kinasiques sont activées et 

notamment la voie des JNK. Parmi les protéines cibles de ces voies, on trouve des facteurs de 

transcription mais également les récepteurs nucléaires (Tableau 2 p62) (Rochette-Egly, 2003; Zhu et 

al., 1997). De manière générale, bien que les sites de phosphorylation varient selon les cancers et les 

agents de stress étudiés, ces modifications aboutissent à la répression de l’expression des gènes 

cibles de l’AR. 

In vivo, en réponse aux UV, les JNK sont activées et phosphorylent RAR au niveau de trois 

résidus : la thréonine 181 dans le LBD et les sérines 445 et 461 dans la région F (Srinivas et al., 2005). 

Ces phosphorylations conduisent à une ubiquitination du récepteur et à sa dégradation rapide par le 

protéasome via un mécanisme encore non élucidé (Srinivas et al., 2005).  
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Dans certains types de cancers, dont les cancers du sein, les RTK sont dérégulés, mutés, 

amplifiés ou hyper-activés (Blume-Jensen and Hunter, 2001). Par voie de conséquence, les voies de 

phosphorylation situées en aval (MAPK, Akt, etc…) sont suractivées et phosphorylent de façon 

aberrante de nombreux substrats dont les RAR. En effet, il a été montré que dans ce cas, Akt peut 

phosphoryler RAR au niveau de la sérine 96 du DBD, bien que ce résidu n’appartienne pas à un site 

consensus pour cette kinase (Tableau 2 p62) (Srinivas et al., 2006). Cette phosphorylation affecte la 

fixation de l'hétérodimère à l'ADN et donc la transactivation des gènes cibles de l’AR. En parallèle, 

Akt phosphoryle SMRT entraînant une stabilisation de son interaction avec RARα et une compaction 

accrue de la chromatine. Ces deux effets convergent en réprimant les gènes cibles de l'AR, tel que 

RARβ2 (Lefebvre et al., 2006) et expliquent en partie la résistance de ces cancers à l'AR (Neri et al., 

2003). Ainsi, l'utilisation thérapeutique d'anticorps spécifiques (Herceptin ou Trastuzumab) dirigés 

contre les RTK restaure la capacité de RAR/RXR à se lier à l'ADN et à induire la transcription des gènes 

cibles (Siwak et al., 2003) ainsi que l'effet antiprolifératif de l'AR (Tari et al., 2002) . 

De la même façon, la dérégulation ou l'hyperactivation de la PKC entraîne une baisse de 

l'activité transcriptionnelle des RAR (Delmotte et al., 1999). En effet, en phosphorylant le DBD de 

RAR au niveau de la sérine 157 (Tableau 2 p62), la PKC induit une diminution de la capacité 

d’hétérodimérisation de RAR avec RXR et de leur affinité pour les RARE (Delmotte et al., 1999). In 

vivo, la PKC phosphoryle également la sérine 115 de RAR et la thréonine 162 de RXR (Sun et al., 

2007). La phosphorylation de ces résidus induit la dissociation des récepteurs de l’ADN (Sun et al., 

2007).  

Enfin, dans les cellules leucémiques, la kinase CAMKII (Ca2+ CalModuline Kinase II γ) se lierait 

au LBD de RAR via un motif LxxLL et phosphorylerait une ou plusieurs thréonines de la région 

charnière (Si et al., 2007). Ces phosphorylations maintiendraient le récepteur dans une configuration 

inactive (Si et al., 2007). En réponse au ligand, la kinase se dissocierait levant ainsi la répression des 

gènes cibles (Si et al., 2007).  

Ainsi des hypo-et/ou hyperactivations de voies kinasiques, fréquemment observées dans 

divers cancers, conduisent à des dérégulations du fonctionnement des RAR et seraient à l'origine des 

mécanismes de résistance aux effets antiprolifératifs de l'AR. 

2. Phosphorylation de SRC-3 et cancer 

SRC-3 a été initialement identifié comme un oncogène de par sa surexpression ou par son 

amplification dans les cancers du sein (Anzick et al., 1997; Fereshteh et al., 2008), pour revue(Gojis et 

al.), 2010;(Xu et al., 2009a). Son rôle oncogénique a été validé dans des modèles transgéniques 
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murins surexprimant SRC-3. Ces souris développent des tumeurs mammaires invasives ainsi que 

d'autres tumeurs/métastases au niveau des poumons, de la peau, de l'utérus, du cerveau, des os et 

de l'hypophyse (Torres-Arzayus et al., 2004). Le développement de ces cancers met en jeu des effets 

dépendants ou indépendants des récepteurs des œstrogènes (Torres-Arzayus et al., 2004) mais serait 

intimement lié à l'état de phosphorylation du coactivateur (Wu et al., 2005). De façon intéressante, la 

surexpression de SRC-3 dans les cancers du sein est souvent associée à l'expression de ErbB2 qui 

active les voies MAPK (ERK1/2 et JNK) et Akt induisant la phosphorylation de SRC-3 et de ER (Font de 

Mora and Brown, 2000; Lahusen et al., 2007; Xu et al., 2009a). Ces cascades de phosphorylation 

participent à l'activation et/ou à la stabilisation du coactivateur via l'inhibition du recrutement du 

protéasome (Oh et al., 2008; Yi et al., 2008) et in fine à la prolifération cellulaire.   

De manière intéressante, le variant SRC-3Δ4 de SRC-3, provenant d'un épissage alternatif, est 

surexprimé dans certaines tumeurs mammaires (Reiter et al., 2001). Il est également impliqué dans 

des phénomènes de tumorigénèse et présente un mécanisme d'action différent du SRC-3 sauvage. 

SRC-3Δ4 ne possède pas les six premiers exons comprenant les domaines bHLH/PAS et n'a donc pas 

de signal NLS, de ce fait sa localisation est cytoplasmique (Li et al., 2007a; Reiter et al., 2001). En 

réponse à des EGF, la kinase PAK-1 (p21-Activated kinase-1) est activée et phosphoryle le 

coactivateur SRC-3Δ4 sur trois résidus sérine/thréonine (Figure 24) (Long et al.), 2010;(Reiter et al., 

2001). Ces phosphorylations entraînent la translocation de SRC-3Δ4 vers la membrane plasmique et 

son interaction avec EGFR et FAK (Focal Adhesion Kinase). En fait SRC-3Δ4 servirait de pont entre ces 

deux protéines. Le coactivateur participe ainsi à la transduction du signal EGF, induisant la migration 

cellulaire et le processus de tumorigénèse (Long and O'Malley), 2010).  
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Figure 24 : Modèle d'action du variant SRC-3Δ4 en réponse aux EGF 

En réponse aux EGF, SRC-3Δ4 est phosphorylé et sert de pont entre les EGFR et FAK.      

La kinase c-Src phosphoryle alors FAK qui induit la migration des cellules cancéreuses et 

la formation de métastases.  
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IV. Les RAR et leur coactivateur SRC-3 sont dégradés par le système 

ubiquitine-protéasome 

A la fin du signal rétinoïde, après avoir été impliqués dans des cycles transcriptionnels, les 

RAR, RXR et SRC-3 sont dégradés (Bastien and Rochette-Egly, 2004; Boudjelal et al., 2000; Bour et al., 

2007; Gianni et al., 2002a; Gianni et al., 2003; Kopf et al., 2000; Osburn et al., 2001; Zhu et al., 

1999a). Cette dégradation fait intervenir le système ubiquitine-protéasome (UPS : Ubiquitin 

Proteasome System) (Boudjelal et al., 2002; Boudjelal et al., 2000; Bour et al., 2007; Kopf et al., 

2000). De manière générale, l'ubiquitination des RAR a lieu en réponse à l'AR. Cependant, dans 

certains cas, une ubiquitination basale ligand-indépendante des RAR a été observée (Nagai et al., 

2004; Tanaka et al., 2001; Wu et al., 2004a; Zhu et al., 1999a).  

A. Le système ubiquitine-protéasome 

1. L'ubiquitination 

a. L'ubiquitine 

L'ubiquitine (Ub) est une petite protéine de 76 acides aminés présentant une structure 

globulaire (Figure 25a) et exprimée de façon ubiquitaire chez tous les eucaryotes. Caractérisée par la 

présence d'un domaine "ubiquitin fold", elle appartient à la même famille de protéines que Nedd8 

ou SUMO (Small Ubiquitin related Modifier) (Pickart and Eddins, 2004). La séquence de l'ubiquitine 

est très conservée puisque seuls trois acides aminés diffèrent entre l'Homme et la levure, ce qui 

indique une forte pression de sélection (Pickart and Eddins, 2004). Elle présente une surface 

hydrophobe constituée par les résidus Leu8-Ile44-Val40 (Figure 25a) et impliquée dans l'interaction 

des ubiquitines entre elles au sein d'une même chaîne ou avec des protéines possédant des 

domaines de liaison à l'ubiquitine ou UBD (Ubiquitin Binding Domain).  

Certains résidus sont directement impliqués dans les propriétés fonctionnelles de l'ubiquitine. 

Ainsi, la glycine 76 C-terminale est capable de former une liaison covalente avec une lysine du 

substrat ou avec l'une ou l'autre des sept lysines : K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63 d'une autre 

molécule d'ubiquitine (Figures 25 et 26). L'ubiquitine pourrait aussi se lier en "tête à queue" avec une 

autre ubiquitine via l'acide aminé N-terminal (Vosper et al., 2009). 
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Figure 25 : Structure d'une et de deux ubiquitines liées covalement 

Les chaînes latérales des lysines sont représentées en rouge et la surface hydrophobe 

(Leu8-Ile44-Val70) en jaune.  

A. Structure d'une ubiquitine. La glycine 76 dans la région flexible C-terminale est 

indiquée en bleu.  

B. Structure de deux ubiquitines liées par la lysine 48. 

C. Structure de deux ubiquitines liées par la lysine 63. 

 

Ainsi, plusieurs ubiquitines peuvent s'additionner les unes aux autres et former différents 

types de chaînes (Figures 25b, c et 26). Selon la lysine mise en jeu et le nombre d'ubiquitines 

greffées, les chaînes adoptent des conformations différentes (Figure 26). A titre d'exemple, les 

chaînes d'homo-polyubiquitination sur la Lys48 présentent une structure compacte du fait de 

l'établissement de liaisons non covalentes entre les surfaces hydrophobes Leu8-Ile44-Val70. Par 

contre, les chaînes d'homo-polyubiquitination sur la Lys63 sont plus étendues (figures 25c et 26b) 

(Varadan et al., 2004). Ces différentes conformations permettent des interactions spécifiques avec 

des protéines à domaines UBD et aiguillent le substrat vers des devenirs et des fonctions diverses 

abordées dans le paragraphe IV.A.1.c.  

A noter qu'au sein d'une même protéine, différentes longueurs de chaînes d'ubiquitines et 

différents types de ramifications peuvent exister et coopérer. Les deux ramifications majoritaires 

font intervenir les Lys48 et 63. C'est pourquoi, nous ne développerons que ces deux types de 

ramifications dans la suite du chapitre. 
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Figure 26 : Les différentes formes d'ubiquitination  

A. L'ubiquitine peut se greffer de trois façons sur le substrat. 

B. L'homo-polyubiquitination : la chaîne d'ubiquitines ne présente qu'un seul type de 

ramification mais avec des conformations différentes. 

C. L'hétéro-polyubiquitination : des ubiquitinations alternatives font intervenir des 

ramifications différentes au sein d'une même chaîne d'ubiquitines ou sur une 

même ubiquitine. De plus, une même ubiquitine peut se brancher à plusieurs 

autres ubiquitines via des lysines différentes. 

 

b. Réaction d'ubiquitination : une cascade multi-enzymatique  

La réaction d'ubiquitination consiste en la fixation d'une ou de plusieurs ubiquitines sur un 

substrat et nécessite l'action ordonnée de trois enzymes (Figure 27) : (i) une enzyme E1 d'activation 

de l'ubiquitine qui la transfère ensuite à (ii) une enzyme de conjugaison E2 qui (iii) interagit avec une 

E3 ubiquitine ligase impliquée dans la reconnaissance du substrat et transfère l'ubiquitine sur ce 

dernier (Hershko and Ciechanover, 1998; Pickart, 2001; Ravid and Hochstrasser, 2008). Ces étapes 

conduisent aussi bien à la monoubiquitination qu'à la polyubiquitination des substrats. Il est 

intéressant de noter que le génome humain code deux enzymes E1, une quarantaine d'enzymes de 

conjugaison E2 et plus de 600 E3 ligases. 
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Figure 27 : Cycle d'ubiquitination  

L'ubiquitine est activée par une enzyme E1 qui la transfère à une enzyme de conjugaison 

E2. La reconnaissance du substrat est réalisée par une E3 ubiquitine ligase qui greffe 

l'ubiquitine directement (HECT) ou indirectement via la E2 (RING) sur le substrat. Une E4 

participe à la polyubiquitination reconnue par le protéasome qui dégrade le substrat. 

 

i. E1 : enzyme d'activation de l'ubiquitine 

Le point de départ de la cascade d'ubiquitination est la liaison entre l'ubiquitine, l'ATP-Mg2+ 

et l'enzyme d'activation E1 (Figure 27) qui catalyse l'acétyl-adénylation C-terminale de l'ubiquitine. 

Cette étape est suivie par la formation d'une liaison thioester de haute énergie avec l'ubiquitine 

activée (Haas and Rose, 1982; Haas et al., 1982).  

Chez l'Homme, il n'existe que deux E1 (Uba1 et Uba6 : Ubiquitin activating enzyme E1). 

Cependant, leur grande efficacité leur permet d'activer suffisamment d'ubiquitines pour les multiples 

réactions de conjugaison en aval (Hershko et al., 1983).  

ii. E2 : enzyme de conjugaison 

Ensuite, l'ubiquitine activée est transférée à une enzyme de conjugaison E2. Les E2, plus 

nombreuses que les E1, jouent un rôle central dans la cascade de réactions d'ubiquitination (Figure 

27) en transférant l'ubiquitine au substrat via une E3 ubiquitine ligase. Cependant, le mécanisme de 

ce transfert diffère selon le type de E3 impliqué. La E2 peut soit transférer l'ubiquitine à une HECT-E3 

(Homologous to E6-AP COOH Terminal) qui joue le rôle d'intermédiaire, soit greffer directement 
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l'ubiquitine au substrat en interagissant avec une RING-E3 (Really Interesting New Gene) qui sert de 

lien entre la E2 et le substrat (Figure 27). Les E2 forment un groupe d'enzymes conservées caractérisé 

par la présence d'un domaine UBC (Ubiquitin-Conjugating Catalytic) (Figure 28) composé de 150 à 

200 acides aminés (Burroughs et al., 2008). Ce domaine renferme une cystéine catalytique impliquée 

dans la liaison thioester avec l'Ub et dans son transfert au substrat. Le domaine UBC sert également 

de plateforme pour le recrutement des E1 et des E3 via les boucles flexibles L1 et L2 (Figure 28) qui 

présentent une forte variabilité de séquence, de longueur et de conformation permettant la 

sélection et l'interaction spécifique avec de nombreuses enzymes d'ubiquitination (Burroughs et al., 

2008).  

 

 

Les structures secondaires conservées sont 

indiquées en rouge pour les hélices α, en 

violet pour le feuillet β et en jaune pour les 

boucles. Les sites majeurs d'interaction avec 

les E1 et E3 sont composés de l'hélice 1 (H1) 

et des boucles flexibles 1 et 2 (L1 et L2). 

Figure 28 : Structure du domaine UBC de l'enzyme E2 UBE2D2 

 

Des données cristallographiques montrent que les régions impliquées dans les interactions 

avec les E1 et E3 se superposent partiellement, ce qui implique que la E2 doit se dissocier de la E3 

pour pouvoir fixer de nouveau une E1 et ainsi recommencer un cycle d'ubiquitination. A noter que 

les E2 peuvent de façon générale interagir avec de nombreux types de E3, mais la réciproque ne 

s'applique pas (Pickart and Eddins, 2004). Enfin, certaines E2 se limitent au domaine UBC (classe I) 

alors que d'autres arborent des extensions N- et/ou C-terminales (respectivement classes II, III ou IV) 

impliquées dans leur localisation cellulaire, dans la stabilisation de l'interaction avec la E1 ou dans la 

régulation de l'activité de la E3 associée (Winn et al., 2004). Il est intéressant de remarquer que les 

E2 déterminent quelle lysine du substrat sera ubiquitinée. Elles déterminent également s'il s'agira 

d'une mono- ou d'une polyubiquitination car cela ne fait pas intervenir les mêmes E2 (van Wijk and 

Timmers), 2010,(Windheim et al., 2008). Ces trois derniers points suggèrent l'existence d'un niveau 

de régulation supplémentaire dans l'ubiquitination des substrats dirigée par les E2. 

iii. E3 : Enzyme de reconnaissance 

Les E3 ubiquitine ligases interviennent dans la reconnaissance des substrats et présentent 

donc une grande diversité à l'image de celle des protéines ubiquitinées. Il existe plusieurs types de 
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E3, les deux principales sont les RING- et les HECT-E3 ubiquitine ligases qui présentent des structures 

et des modes de fonctionnement différents bien qu'elles soient toutes capables d'interagir avec les 

E2 (Figure 27). 

 Les RING-E3 ubiquitine ligases  

Les RING-E3 ne possèdent pas d'activité ubiquitine ligase (Tyers and Jorgensen, 2000) mais 

jouent un rôle d'adaptateur en mettant à proximité l'un de l'autre le substrat et la E2 qui porte 

l'ubiquitine activée (Joazeiro and Weissman, 2000; VanDemark and Hill, 2002).  

Au sein des RING-E3 ligases, on distingue la sous-famille CRL (Cullin RING Ligase) qui arbore 

une architecture commune déterminée par cristallographie et basée sur la présence d'une culline 

(Cul) qui sert d'échafaudage au complexe (Figure 29). Ces complexes CRL sont des structures rigides 

et l'introduction de mutations modifiant l'orientation des SR ou de régions flexibles dans les cullines 

abolit l'activité ubiquitine ligase (Orlicky et al., 2003; Zheng et al., 2002).  

 

      

Figure 29 : Organisation et structure tridimensionnelle des complexes CRL 

A. La région C-terminale de la culline, Rbx1 et la E2 composent le cœur catalytique du 

complexe CRL. Des protéines adaptatrices font le lien entre la culline et des 

protéines SR qui interagissent via les domaines indiqués en jaune et apportent la 

spécificité de reconnaissance du substrat.  

B. Structure du complexe SCFSkp2 obtenu par superposition des structures des 

complexes Skp1-Skp2 et Cul1-Rbx1-Skp1-Skp2 F-Box (Schulman et al., 2000; Zheng 

et al., 2002). 
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Chez l'Homme, il existe six cullines canoniques : Cul1, Cul2, Cul3, Cul4A, Cul4B et Cul5 (Figure 

29a) qui sont respectivement à la base des complexes CRL1, CRL2, CRL3, CRL4A, CRL4B et CRL5 

(Tableau 5 p82) et trois cullines atypiques : APC (Anaphase Promoting Complex), PARC (p53 

Cytoplasmique Anchor protein) et Cul7 qui présentent des homologies au niveau du domaine culline 

mais dont le reste de la protéine diffère. La culline interagit par son extrémité C-terminale avec des 

protéines renfermant un domaine RING, Rbx1 (RING-box protein 1) ou plus rarement Rbx2, qui 

recrutent la E2 et forment le domaine catalytique de la E3 (Figure 29) (pour revue(Zimmerman et al.), 

2010). L'extrémité N-terminale de la culline fixe des protéines SR (Substrate Receptor) via des 

protéines adaptatrices (Skp1 (S-phase kinase-associated protein 1), elongin B/C, protéines à domaine 

WD) qui participent à la reconnaissance ainsi qu'au bon positionnement du substrat par rapport à E2.  

Le domaine RING finger initialement identifié dans une protéine codée par le gène ring1 

(Really Interesting New Gene) (Lovering et al., 1993), compte entre 40 et 60 acides aminés qui 

définissent le motif C-X2-C-X(9-39)-C-X(1-3)-H-X(2-3)-C/H-X2-C-X(4-48)-C-X2-C où les huit cystéines (C) et 

histidines (H) coordinent deux atomes de zinc (Figure 30) (Deshaies and Joazeiro, 2009). 

L'espacement entre ces huit résidus est conservé, bien que la séquence primaire ne le soit pas, et 

permet au domaine d'adopter une conformation de type "cross-braced". Le cinquième résidu 

conservé peut être une cystéine ou une histidine et définit respectivement deux classes : les RING-HC 

et les RING-H2. 

 

                                 

Figure 30 : Séquence et organisation d'un domaine RING  

Les deux atomes de zinc sont coordinés par huit résidus conservés. La présence d'une 

cystéine à la cinquième position conservée définit la classe des RING-HC et alors qu'une 

histidine définit la classe des RING-H2. 

 

Le domaine RING est directement impliqué dans l'interaction avec les E2 via des liaisons 

hydrogène et des liaisons de Van de Waals (Joazeiro and Weissman, 2000; Joazeiro et al., 1999; 

Pickart and Eddins, 2004).  
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Selon le type de culline, la reconnaissance du substrat met en jeu des complexes différents 

(Tableau 5) (pour revue :(Bosu and Kipreos, 2008). Ainsi dans le cas de CRL1, Cul1 fait partie du 

complexe SCF (Skp1-Cullin-F-Box) comprenant la protéine "adaptateur" Skp1 et une protéine SR qui 

interagit avec Skp1 via un domaine F-box et d'autre part avec le substrat via des domaines WD40 ou 

LRR (Leucin Rich Repeat) (Figure 29a.1 et Tableau 5) (Schulman et al., 2000; Zheng et al., 2002). Les 

protéines à domaine F-box interagissent généralement avec des résidus phosphorylés des substrats, 

ce qui implique que leur ubiquitination et leur dégradation sont phosphodépendantes (Petroski and 

Deshaies, 2005). Chez l'Homme, il existe 38 protéines SR à domaines F-box et donc, au moins autant 

de SCF-E3. Ces complexes interviennent majoritairement dans le contrôle du cycle cellulaire.  

 

 
 

Tableau 5 : Composition des complexes Culline-RING-Ligase (CRL) 

 

Les complexes CRL2 et CRL5 présentent des organisations et des structures similaires bien 

que leurs compositions diffèrent (Figure 29a.2) (Bullock et al., 2006; Kamura et al., 2004; Mahrour et 

al., 2008; Stebbins et al., 1999). La protéine "adaptateur" est l'Elongin B/C, un homologue structural 

de Skp1, qui interagit avec des classes de protéines SR différentes selon le CRL considéré. Ainsi,    

l'Elongin C interagit avec des protéines SR à motifs VHL-box (Von Hippel Lindau box) dans les 

complexes CRL2 et avec des SR à domaines SOCS (Suppressor Of Cytokine Signalling) dans les 

complexes CRL5 (Kamura et al., 2004).  

Quant aux CRL4, ils arborent des architectures plus complexes ; la protéine adaptateur DDB1 

(DNA Damage-Binding protein 1) interagit avec des protéines SR à domaines WD40 (Figure 29a.3) 

(Angers et al., 2006) ou directement avec le substrat (Hu et al., 2004). 

Enfin, au sein des CRL3, les fonctions d'"adaptateur" et de reconnaissance du substrat sont 

portées par une même protéine appartenant à la famille des protéines BTB (Broad complex, 

Tramtrack, Bric-a-brac) (Figure 29a.4) (Pintard et al., 2004; Pintard et al., 2003; Xu et al., 2003). Le 
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domaine BTB intervient dans l'interaction avec la culline alors que la reconnaissance du substrat est 

assurée par des domaines du type Kelch, MATH (Meprin And TRAF Homology) ou ZnF (Pintard et al., 

2003; Stogios et al., 2005) (pour revue(Petroski and Deshaies, 2005). Cependant, les domaines BTB 

peuvent aussi interagir entre eux et conduire à la dimérisation des CRL3 (Ahmad et al., 1998) 

nécessaire à l'ubiquitination de certains substrats (Xu et al., 2003; Zhuang et al., 2009). 

En conclusion, les différentes combinaisons d'assemblage des cullines et des SR permettent 

d'obtenir plus de 500 CRL différents (Zimmerman et al.), 2010). A cela s'ajouterait des possibilités 

d'homo- et d'hétérodimérisation des F-box, des RING et des protéines BTB qui élargissent encore 

l'éventail de reconnaissance des substrats (Suzuki et al., 2000; Zhuang et al., 2009).  

 Les HECT-E3 ubiquitine ligases 

La deuxième classe d'E3 ubiquitine ligases comprend les enzymes à domaine HECT 

(Homologous to E6-AP COOH Terminal) (Huibregtse et al., 1995). Cette famille contient trois 

membres E6AP-HECT (Human papillomavirus E6-Associated Protein), KIAA10 et Rsp5 (Reverses SPT-

phenotype protein 5). Le domaine HECT, composé de 350 acides aminés, est localisé en C-terminal 

des HECT-E3 ligases et adopte une structure bilobée (Figure 31) (Huang et al., 1999). La cystéine du 

petit lobe C-terminal intervient dans le transfert de l'ubiquitine et le grand lobe N-terminal est 

impliqué dans l'interaction avec les E2 (Rotin and Kumar, 2009).  

 
  

 

 

 

Le complexe entre le domaine HECT de E6-AP 

(en bleu foncé) et UbcH7 (bleu clair) renferme 

deux cystéines catalytiques (sphères vertes) 

espacées de 41A. 

 

 

Figure 31 : Structure tridimensionnelle du domaine HECT de la E3 ligase E6-AP 

 

Contrairement aux RING-E3, les HECT-E3 jouent réellement un rôle catalytique puisqu'elles 

transfèrent l'ubiquitine activée au substrat. Il est intéressant de noter que les membres de cette 

famille catalysent la formation de chaînes d'ubiquitines différentes. En effet, Rsp5 intervient dans la 

monoubiquitination alors que les E6AP-HECT conduisent à des ramifications utilisant seulement la 

Lys48. Quant aux KIAA10, elles assemblent des ubiquitines via les Lys29 (Shih et al., 2003; Wang et 
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al., 2006). Enfin, les régions en amont du domaine HECT sont impliquées dans la reconnaissance du 

substrat, la localisation cellulaire et la régulation des ligases. 

 Les E3 ubiquitine ligases atypiques 

Certaines E3 ne contiennent ni domaine HECT ni domaine RING finger mais possèdent des 

domaines qui ressemblent structuralement au RING finger.  

Ainsi, les enzymes MIR1 (Modulator of Immune Recognition 1) et MAP3K MEKK1 à activité E3 

ligase renferment des domaines PHD (Plant HomeoDomain) qui adoptent la même conformation en 

« cross-braced » que le RING finger (Capili et al., 2001; Coscoy et al., 2001; Lu et al., 2002; Pascual et 

al., 2000). De même, les protéines CHIP (C terminus of Hsc70-Intercating Protein), Prp19 et E4B 

renferment un domaine U-box (UFD2-homology domain) dont la structure est identique au RING 

finger à la différence qu'il ne coordine pas d'atomes de zinc (Figure 32) (Aravind and Koonin, 2000). 

Les protéines à U-box ne possèdent pas d'activité ubiquitine ligase et jouent donc, comme les 

protéines à domaine RING, un rôle d'"adaptateur" permettant le bon positionnement de E2 par 

rapport au substrat (Benirschke et al.), 2010;(Xu et al., 2008). Parmi ces E3 à U-box, E4B est la seule à 

ne pas s'homodimériser et à fonctionner en tant que monomère (Benirschke et al.), 2010). CHIP et 

E4B renferment aussi en N-terminal d'autres motifs comme des TPR (Tetratricopeptide Repeat) qui 

interagissent avec des chaperonnes dont elles ubiquitinent les substrats (Murata et al., 2003).  

 

 

Figure 32 : Comparaison des surfaces de dimérisation des E3 Prp19 et BRCA1/BARD1 

Les structures tridimensionnelles de l'homodimère Prp19 (U-box) (A.) et de 

l'hétérodimère BRCA1/BARD1 (RING) (B.) indiquent une certaine conservation de 

structure dans les surfaces d'interaction. 

 

iv. E4 : facteur d'élongation 

Les facteurs d'élongation E4 sont des enzymes qui agissent en collaboration avec les E1, E2 et 

E3 et permettent l'allongement des chaînes d'ubiquitines sur des substrats déjà mono- ou 
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polyubiquitinés (Hoppe, 2005). La première E4 étudiée est la protéine de levure UFD2 qui se lie aux 

substrats portant une à trois ubiquitines et catalyse l'ajout de nouvelles ubiquitines (Koegl et al., 

1999). La première famille de E4 caractérisée présente en position C-terminale un domaine U-box. 

C'est le cas de CHIP et E4B, abordées ci-dessus, qui fonctionnent également comme des E4 vis-à-vis 

d’autres substrats (Imai et al., 2002). Cependant, certaines E4 ne possèdent pas de domaine U-box. 

C'est notamment le cas de la protéine p300 qui reconnaît in vitro la protéine p53 monoubiquitinée 

par Mdm2 et entraîne l’élongation de la chaîne d’ubiquitines en collaboration avec Mdm2 (Grossman 

et al., 2003). 

Le mécanisme d'action des E4 reste à déterminer mais ces enzymes seraient nécessaires au 

choix de la lysine impliquée dans la polyubiquitination. Les E4 joueraient également un rôle dans le 

réarrangement des chaînes naissantes d'ubiquitines à l'image de chaperonnes et aideraient à leur 

reconnaissance par les E3 (Koegl et al., 1999). De plus, elles réguleraient le passage de mono- à 

polyubiquitine en modifiant le type de ramification de l'ubiquitine (Hoppe, 2005). 

v. Les déubiquitinases (DUB) 

L'ubiquitination est un processus dynamique et réversible. En effet, les ubiquitines peuvent 

être enlevées par des protéases spécifiques : les déubiquitinases ou DUB (Deubiquitylating enzyme). 

Les DUB regroupent cinq familles, quatre familles de protéases à cystéine et une famille de 

métalloprotéases codées chez l'Homme par une centaine de gènes (Nijman et al., 2005; Ventii and 

Wilkinson, 2008). Lors du recyclage de l'ubiquitine, à l'entrée du protéasome, les DUB hydrolysent la 

liaison peptidique en aval de la glycine 76 qui relie l'extrémité C-terminale de l'ubiquitine au substrat 

mais elles peuvent également intervenir dans la maturation de l'ubiquitine (Amerik and 

Hochstrasser, 2004). Ainsi, les DUBs interviennent dans le maintien du "pool" d’ubiquitines libres 

dans la cellule. 

c. Rôle double de l'ubiquitine : vers la dégradation ou non 

Les substrats peuvent être soit mono-, soit polyubiquitinés et plusieurs types de chaînes 

d'ubiquitines existent au sein des cellules. Les enchaînements homogènes sur la Lys48 et la Lys63 

sont majoritaires mais présentent des rôles opposés (Komander, 2009).  

i. La monoubiquitination : rôle non protéolytique 

A l'image de la phosphorylation, la monoubiquitination peut induire ou inhiber des 

interactions protéiques et est rapidement réversible. Ces propriétés sont mises à contribution dans la 

régulation de divers mécanismes tels que la transcription, la réparation de l'ADN et l'endocytose de 
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récepteurs membranaires via des processus ne faisant pas intervenir le protéasome ou ses fonctions 

protéolytiques (pour revue : (Welchman et al., 2005).  

Dans le contexte de la transcription, la monoubiquitination peut avoir des rôles opposés. 

Ainsi, la monoubiquitination de la lysine 119 de l'histone H2A est associée à la répression de la 

transcription (Wang et al., 2004). A l'inverse, la monoubiquitination de la lysine 120 de l'histone H2B 

est corrélée à l'activation de gènes (Henry et al., 2003; Kao et al., 2004; Minsky et al., 2008) et est 

requise pour la méthylation de l'histone H3 sur les lysines 4 et 79 (Ng et al., 2002; Sun and Allis, 

2002). Ces interdépendances entre les modifications post-traductionnelles des histones sont des 

marques épigénétiques qui composent le code histone (Jenuwein and Allis, 2001). Un autre exemple 

de l'implication de la monoubiquitination dans la transcription est celui de SRC-3 cité dans le 

paragraphe III.B.2.a où la monoubiquitination de deux résidus (K723 et K786) participe à l'activation 

du coactivateur en réponse aux œstrogènes (Wu et al., 2007). 

ii. L'homo-polyubiquitination au niveau de la Lys63 : rôle non protéolytique 

L'homo-polyubiquitination au niveau de la Lys63 représente 17% des types de ramifications 

(Figures 25c et 26b) (Xu et al., 2009b) et intervient dans des processus non-protéolytiques tels que le 

cycle cellulaire, la réparation de l'ADN, la synthèse protéique, l'endocytose de récepteurs 

membranaires, la réponse aux stress (Chen and Sun, 2009; Varshavsky, 2005; Welchman et al., 2005) 

et dans la régulation de la transcription via notamment l'activation de coactivateurs comme nous 

l'avons décrit pour SRC-3 (cf paragraphe III.B.2.a). L'analyse cristallographique de dimères 

d'ubiquitines liées via la Lys63 et associés à des interactants différents a permis de montrer que les 

contacts mettent en jeu des régions différentes des deux molécules d'ubiquitine expliquant ainsi la 

spécificité de reconnaissance de ce type de ramification (Figure 33) (Newton et al., 2008; Sato et al., 

2009; Sato et al., 2008) 
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Figure 33 : Structure des complexes impliquant une homo-diubiquitine Lys63  

Structure d'un homo-diubiquitine Lys63 (A.) complexé avec une DUB AMSH-LP (B.) (Sato 

et al., 2008), RAP80 (C.) (Sato et al., 2009) et un fragment de l'anticorps FAB (D.) 

(Newton et al., 2008). 

 

iii. L'homo-polyubiquitine au niveau de la Lys48 : rôle protéolytique 

Par opposition aux chaînes Lys63, les chaînes Lys48 conduisent à la dégradation des 

protéines. Bien que ce type de chaîne ne représente que 29% de toutes les ramifications, il est le plus 

abondant dans la cellule (Xu et al., 2009b). Le motif minimal de reconnaissance est un tétramère 

d'ubiquitines liées par la Lys48 (Figures 25b p76 et 26b p77) (Thrower et al., 2000). Ce motif est 

reconnu par des protéines à domaines UBA (Ubiquitin-Associated) (Trempe et al., 2005; Varadan et 

al., 2005) qui entraînent la protéine vers la dégradation par le protéasome. Le rôle de la lys48 dans la 

dégradation a été mis en évidence avec l'utilisation d'un mutant d'Ub où cette lysine est mutée en 

arginine : aucune polymérisation de chaîne d'ubiquitines ni de dégradation du substrat n'ont été 

observées (Chau et al., 1989; Hershko and Ciechanover, 1998).  

Cependant, ce type d'ubiquitination ne conduit pas exclusivement à la dégradation des 

protéines. En effet, la polyubiquitination via la Lys48 du facteur de transcription Met4 (Methionine-

requiring protein 4) par SCFMet30 inhibe ses capacités d'activation de la transcription sans conduire à 

sa dégradation (Flick et al., 2004; Kaiser et al., 2000). 

Réciproquement, le dogme selon lequel le protéasome dégrade exclusivement les substrats 

homo-polyubiquitinés sur la Lys48 est remis en cause. En effet, plusieurs équipes ont montré que la 

mono/polyubiquitination des lysines 6, 29 et 63 ou la formation de chaînes hétérogènes peuvent 

mener à la dégradation par le protéasome (Boutet et al., 2007; Kim et al., 2007a; Saeki et al., 2009; 

Shang et al., 2005; Xu et al., 2009b). Dans le cas des chaînes Lys63, leur implication minoritaire dans 

la dégradation s'explique par l'observation que ces chaînes d'ubiquitines interagissent avec des 
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protéines et sont donc moins accessibles au protéasome. De plus, elles seraient déubiquitinées six 

fois plus rapidement que les chaînes Lys48 empêchant la formation de chaînes composées de plus de 

quatre ubiquitines (Jacobson et al., 2009).   

En conclusion, bien que la nature des chaînes d'ubiquitines soit un signal pour l'aiguillage des 

substrats vers des devenirs différents, les interactions avec des protéines spécifiques (protéines SR 

ou chaperonnes) sont déterminantes pour l'initiation de la réponse au signal. 

d. Régulation de l'ubiquitination par d'autres modifications post-

traductionnelles 

Les systèmes d'ubiquitination peuvent être régulés par d'autres modifications post-

traductionnelles. Une des plus décrite est la neddylation qui consiste en la fixation covalente de la 

protéine Nedd8 (Neural precursor cell Expressed, Developmentally Down regulated 8) sur un 

substrat à l'image de la fixation d'ubiquitine. Nedd8 peut être conjuguée aux cullines ou aux autres 

sous-unités (Rbx1 et UBE2F) des complexes SCF, ce qui favorise l'interaction avec la E2 et entraîne 

une augmentation de l'activité catalytique du complexe (Dye and Schulman, 2007; Huang et al., 

2009; Kawakami et al., 2001). Une étude récente montre que Rbx1 apporte une certaine flexibilité au 

complexe pour l'initiation de l'ubiquitination puis sa neddylation induit des changements 

conformationnels favorables à la polyubiquitination des substrats (Liu and Nussinov), 2010). De façon 

surprenante, ces changements conformationnels sont conservés même après déneddylation de Rbx1 

(Liu and Nussinov), 2010). 

Les E2 peuvent aussi s'auto-ubiquitiner et sont alors entraînées vers la dégradation (Li et al., 

2007b; Ravid and Hochstrasser, 2007). De façon surprenante, cette auto-ubiquitination met en jeu 

une chaîne préassemblée de Lys48 (Ravid and Hochstrasser, 2007). D'autres modifications de type 

ubiquitine-like (SUMO et ISG) peuvent également avoir lieu sur des lysines des domaines 

d'interaction des E2 et inhibent la fixation des E1 et/ou des E3 (Pichler et al., 2005; Takeuchi and 

Yokosawa, 2005). 

Enfin, les processus de phosphorylation régulent également le système d'ubiquitination 

(Hunter, 2007). En effet, la phosphorylation des substrats peut réguler le recrutement des E3 ligases. 

Par exemple, à la fin de la phase G1, la phosphorylation de Scl1 par une Cdk cycline-dépendante est 

le signal qui permet son interaction avec SCFCdc4, son ubiquitination et sa dégradation (Orlicky et al., 

2003). Par contre, l'effet inverse est observé dans le cas de Mdm2 : sa phosphorylation inhibe la 

fixation de p53 et empêche donc son ubiquitination (Joazeiro and Weissman, 2000). Ainsi la 
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phosphorylation des substrats comme celle des enzymes de la cascade d'ubiquitination peut réguler 

les mécanismes d'ubiquitination (Coccetti et al., 2008; Goebl et al., 1994; Sadowski et al., 2007).  

2. Le protéasome 

Le système ubiquitine-protéasome ou UPS (Ubiquitin Proteasome System) est avec les 

lysosomes, le système protéolytique majoritaire chez les eucaryotes. Il intervient non seulement 

dans la dégradation des protéines endommagées, anormales et mal structurées, mais aussi dans la 

demi-vie de protéines clefs telles que les cyclines impliquées dans le cycle cellulaire. 

a. Composition, structure et assemblage 

Le protéasome 26S est un complexe multiprotéique de grande taille (250 kDa) composé de 

deux types de sous-complexes : un sous-complexe 20S CP (Core Particle 20S) qui porte l'activité 

protéolytique et deux sous-complexes régulateurs 19S RP (Regulatory Particle 19S) situés de part et 

d'autre du 20S CP (Figure 34).  

      

Figure 34 : Composition du protéasome 

Le protéasome est composé d'un sous-complexe 20S renfermant les activités 

protéolytiques, régulé par deux sous-complexes 19S présents à chaque extrémité. 

 

La formation du protéasome 26S est un processus complexe nécessitant l'assemblage de plus 

de soixante protéines ainsi que le contrôle de l'activité des sous-unités catalytiques (pour revue 

:(Bedford et al.), 2010). En outre, au moins neuf protéines à activité chaperonne, dont cinq 

spécifiquement dédiées à l'assemblage du 20S CP, se fixent aux différents sous-complexes et 
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participent à la formation du complexe final 26S (Kusmierczyk and Hochstrasser, 2008; Marques et 

al., 2009; Murata et al., 2009). 

i. 20S CP : le sous-complexe catalytique 

Le complexe 20S CP est nommé sous-complexe catalytique car il renferme une variété 

d'activités protéolytiques. Des données cristallographiques et de microscopie électronique montrent 

que ce complexe cylindrique est composée de 28 protéines formant quatre anneaux hexamériques 

empilés selon l'ordre α1-7, β1-7, β1-7, α1-7 (Figures 34 et 35c ) (pour revue :(Tanaka, 2009). Les          

sous-unités β1, β2 et β5 possèdent respectivement des activités protéolytiques caspase-like, 

trypsine-like et chymotrypsine-like, ce qui leur permet de cliver un large éventail de substrats en 

peptides de 3 à 15 acides aminés (Bedford et al.), 2010). Les sites actifs de ces sous-unités sont 

exposés au niveau de la face interne du cylindre formé par le 20S CP (Figure 35d).  

 

  

Figure 35 : Structure du complexe 20S CP du protéasome 

A. Surface de l'anneau α du 20S, vue de la face impliquée dans l'interaction avec le 

19S. Les poches α qui accueillent les extrémités N-terminales des sous-unités du 

19S sont représentées en bleu. 

B. Surface de l'anneau α du 20S après fixation de PA26C, un activateur du protéasome 

(en jaune) induisant l'ouverture du canal. 

C. Surface du 20S et organisation des anneaux heptamériques. Chaque sous-unité est 

représentée dans une couleur différente. 

D. Représentation en coupe du 20S. Les sites protéolytiques (en rouge) se trouvent au 

centre du cylindre. 

 

Les extrémités N-terminales des sous-unités α ferment les extrémités du cylindre à l'image 

d'une barrière et empêchent l'entrée des protéines lorsque le 20S CP est sous forme "apo" (Figure 
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35a). Suite à la fixation du 19S ou d'un activateur du protéasome, l'extrémité du canal du 20S CP 

s'ouvre et permet l'entrée des substrats (Walz et al., 1998). En raison de l'étroitesse du canal, une 

déstructuration préalable du substrat est nécessaire (Groll et al., 2000). 

Le 20S CP peut fonctionner de manière autonome ou associé à d'autres sous-complexes 

régulateurs tels que le 19S RP ou les 11S (Rechsteiner and Hill, 2005). De la même façon, son 

assemblage peut avoir lieu indépendamment des autres sous-complexes (pour revue :(Gallastegui 

and Groll).  

Dans un premier temps, les sous-unités α s'assemblent en anneau sous la direction de quatre 

chaperonnes (PAC1-4) (Proteasome Assembly Chaperone) (Figure 36) (Hirano et al., 2006; 

Kusmierczyk et al., 2008). Après la dissociation de PAC3 et PAC4, une cinquième chaperonne Ump1 

(Ubiquitin-mediated proteolysis 1) participe à l'intégration progressive des sous-unités β sur  

l'anneau α qui sert alors d'échafaudage. L'ensemble, comportant un anneau α et un anneau β, forme 

un demi-20S CP. Ump1 intervient également en tant qu'"agent de contrôle" pour l'assemblage de 

deux demi-complexes 20S et la formation d'un complexe fonctionnel 20S CP (Murata et al., 2009). Ce 

nouveau complexe dégrade alors Ump1, PAC1 et PAC2. (Sorokin et al., 2009) 

 

 

Figure 36 : Assemblage du protéasome 20S CP 

L'assemblage progressif du protéasome 20S CP commence par la formation d'un  

anneau α qui sert de base à la formation d'un anneau β. Puis, deux demi-protéasomes 

s'associent pour former un complexe 20S CP. L'ensemble de ces étapes est chapoté par 

des protéines chaperonnes. 
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ii. 19S RP : le sous-complexe régulateur 

Une ou les deux extrémités du 20S CP sont coiffées d'un sous-complexe 19S RP appelé sous-

complexe régulateur car il ne porte pas d'activités protéolytiques mais participe à la reconnaissance, 

à la déstructuration et à la déubiquitination des substrats polyubiquitinées. Il participe également à 

l'ouverture du 20S CP et assure la translocation des protéines dans la lumière du 20S CP. Ce        

sous-complexe est composé de 19 sous-unités (Tableau 6) (Finley, 2009) qui forment deux                     

sous-structures : la base et le couvercle.  

Le couvercle est composé de neuf sous-unités Rpn3, Rpn5-9, Rpn11, Rpn12 et Rnp15/Sem1 

(Regulatory particle of non- ATPase) (Tableau 6). Le couvercle et plus particulièrement la sous-unité 

Rpn11, intervient dans la déubiquitination des substrats (Yao and Cohen, 2002). Cette réaction   

ATP-dépendante serait régulée par les ATPases de la base via des mécanismes qui restent à 

déterminer.  

La base est composée des protéines Rpn1, Rpn2, Rpn10, Rpn13 et d'un anneau hexamérique 

formé par les protéines Rpt 1-6 (Regulatory particle of triple ATPase) à activité AAA-ATPasiques 

(ATPases Associated with diverse cellular Activities) (Figure 34 et Tableau 6). Les extrémités               

C-terminales des sous-unités Rtp s'insèrent dans des poches entre les sous-unités α du 20S et 

induisent la translocation de leurs extrémités N-terminales puis l'ouverture de l'entrée du 20S CP 

(Figure 35a et b). Les AAA-ATPases participent également à la déstructuration ATP-dépendante des 

substrats permettant leur translocation dans le canal du 20S CP (Braun et al., 1999; Navon and 

Goldberg, 2001). 

Quant aux sous-unités Rpn10 et Rpn13, elles interviennent dans la reconnaissance des 

ubiquitines portées par les substrats et sont donc présentes à la périphérie de la base. Rpn1 et Rpn2 

interagissent avec des protéines du/ou associées au protéasome et joueraient un rôle d'échafaudage 

(Finley, 2009).  
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Tableau 6 : Composition et activité des sous-unités du sous-complexe régulateur 19S  

 

L'assemblage de la base est initié par la formation de paires entre les différentes Rpt (Rpt1-

Rpt2, Rpt4-Rpt5 et Rpt3-Rpt6) qui sont subordonnées par des protéines chaperonnes (Bedford et al.), 

2010). Dans ce processus, Rpn1 et Rpn2 joueraient un rôle d'échafaudage en interagissant avec les 

protéines Rpt (Park et al., 2009; Roelofs et al., 2009). Le 20S CP lui-même jouerait aussi un rôle 

d'échafaudage via ses poches qui interagissent avec les extrémités des Rpt, permettant ainsi leur bon 

positionnement dans l'anneau (Gillette et al., 2008; Rabl et al., 2008). Quatre chaperonnes majeures 

régulent l'incorporation des différents éléments du 19S RP sur le 20S CP. En effet, Nas2/p27, 

Nas6/gankyrin/p28, Rpn14/PAAF1 (Proteasomal ATPase-associated factor 1) et Hsm3 (enhanced 

spontaneous mutability)/S5b sont indispensables à l'assemblage correct des Rpt1-6 pour former 

l'anneau AAA-ATPase via des mécanismes qui ne sont pas complètement élucidés. Il est intéressant 

de noter qu'en absence de chaperonnes, les sous-unités Rtp peuvent former des anneaux 

hexamériques composés d'un seul type de sous-unités. Or, cet anneau présent dans les protéasomes 

eucaryotes est formé par six sous-unités différentes, ce qui suggère qu'au cours de l'évolution les 

chaperonnes ont été sélectionnées afin de réguler la formation de cet anneau hétéro-hexamérique 

(Bedford et al.), 2010).  
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Enfin l'alignement de l'anneau Rpt du 19S RP avec l'anneau α du 20S PC stabilise l'interaction 

entre les deux sous-complexes. Cependant, l'alignement n'est pas parfait car l'anneau Rpt contient 

six sous-unités alors que l'anneau α en compte sept. Il a donc été proposé que la formation du 

complexe 19S RP-20S CP brise la symétrie dans l'un des deux anneaux (Finley, 2009). 

D'autres modèles d'assemblage, indépendants des chaperonnes ont également été proposés 

et restent à confirmer mais ils débutent tous par la formation de paires de protéines Rpt (Hendil et 

al., 2009; Thompson et al., 2009).  

iii. Rôles des modifications post-traductionnelles dans l'assemblage et 

l'activité du protéasome 

Un certain nombre de sous-unités du 20S CP sont des cibles pour les processus de 

phosphorylation (Zong et al., 2008). Il en est de même de certaines protéines chaperonnes et des 

sous-unités du 19S RP telles que Rpt6/SUG-1. Ces phosphorylations seraient nécessaires à 

l'assemblage du 26S (Bose et al., 2004; Satoh et al., 2001). L'activité protéolytique du protéasome 

serait également régulée par des phosphorylations. Ainsi, la phosphorylation par la PKA de la sérine 

120 de Rtp6/SUG-1 active le protéasome et à l'inverse, la phosphorylation de Rpt5 par ASK1 

(Apoptosis Signal-régulation Kinase 1) ou la déphosphorylation de Rpt6 conduisent à une perte 

d'activité (Um et al.), 2010;(Zhang et al., 2007).  

Les sous-unités du protéasome peuvent également être ubiquitinées. En effet, In vivo la 

monoubiquitination de Rpn10 inhibe sa capacité à interagir avec les substrats et diminue l'activité 

du protéasome (Isasa et al.), 2010). En conditions de stress, Rsp5 et la DUB Ubp2 contrôlent cette 

ubiquitination et donc le recrutement des substrats. 

iv. Autres complexes associés au 20S CP 

L'activité protéolytique du sous-complexe catalytique 20S CP est régulée non seulement par 

l'association avec des sous-complexes régulateurs comme le 19S RP mais aussi par trois autres types 

de complexes (REGγ, PA200/Bolm et PA28). Ils peuvent se fixer de façon indépendante aux 

extrémités du 20S CP, ce qui permet la formation de protéasomes chimériques par combinaison des 

trois sous-complexes régulateurs (Cascio et al., 2002; Tanahashi et al., 2000). La dégradation des 

substrats est alors ubiquitine-indépendante et nécessite seulement leur dénaturation et l'ouverture 

du 20S CP.  

Un exemple de ce type de dégradation est celui de la dégradation de SRC-3 par REGγ (Li et 

al., 2006). REGγ présente une structure heptaédrique dépourvue d'activité ATPasique et de 
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reconnaissance de l'ubiquitine. Il est cependant capable d'ouvrir le 20S CP. Ainsi, son interaction avec 

SRC-3 induit une perte de structure du coactivateur et l'entraîne vers la lumière du 20S CP, 

participant ainsi à la demi-vie de SRC-3 (Li et al., 2006). De la même façon, REGγ induit la dégradation 

par le 20S CP de la protéine p21 (Li et al., 2007c).  

b. Rôles protéolytiques 

La dégradation des protéines polyubiquitinées s'effectue en plusieurs étapes successives 

(reconnaissance, dénaturation, translocation et clivage par le 20S CP) abordées précédemment.  

i. Reconnaissance du substrat 

De manière générale, la reconnaissance du substrat est assurée par les protéines Rpn10 et 

Rpn13 du sous-complexe 19S RP (Figure 34 p89) et par trois autres protéines associées de type 

UBL/UBA (Rad23, Dsk2 et Ddi1) (Elsasser et al., 2004; Fu et al., 1998; Husnjak et al., 2008). Ces trois 

dernières protéines interagissent avec le protéasome via des domaines UBL (Ubiquitin like) et 

reconnaissent l'ubiquitine grâce à leur domaine UBA. Cependant, elles ne font pas partie intégrante 

du protéasome. Il a été proposé que les affinités relatives de ces protéines UBL/UBA pour les 

différentes chaînes d'ubiquitines réguleraient les cinétiques de dégradation des substrats en 

imposant un ordre hiérarchique parmi les signaux de dégradation. De la même façon, les DUB 

influencent cette cinétique en déubiquitinant spécifiquement certaines protéines.  

 

      

Figure 37 : Dégradation de l'ubiquitine 

A. L'ubiquitine monomérique est dirigée vers la dégradation après sa propre 

ubiquitination catalysée par une E1, E2 et E3 et/ou d'autres adaptateurs. 

B. L'ubiquitine avec une extension C-terminale non structurée d'une vingtaine d'acides 

aminés est rapidement dégradée sans intervention d'autres modifications. 

C. L'ubiquitine est dégradée par le protéasome, associée à son substrat.  
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Il est intéressant de noter que l'ubiquitine, elle-même, est dégradée par le protéasome de 

trois façons différentes (Figure 37) : (i) sous forme de monomère, (ii) associée au substrat et (iii) sous 

forme de protéine de fusion avec une extension C-terminale (Shabek et al., 2009; Shabek et al., 

2007). 

ii. Rôles protéolytiques associés à la transcription 

L'initiation de la transcription nécessite le départ des corépresseurs (Perissi et al.), 2010) et le 

recrutement de coactivateurs et des facteurs généraux de la transcription, notamment au niveau des 

récepteurs nucléaires ayant fixé le ligand (Perissi and Rosenfeld, 2005). Comme décrit dans le 

chapitre I, la plupart des corégulateurs interagissent via leur NR box avec le domaine AF-2 des 

récepteurs, ceci écarte la possibilité d'une interaction simultanée des RN avec plusieurs 

corégulateurs et suggère un recrutement séquentiel au niveau des RN (Liu et al., 2001; Metivier et 

al., 2003; Perissi et al., 2004). Dans ce contexte, il a été proposé que le protéasome régulerait la 

demi-vie des facteurs de transcription et des coactivateurs afin d'assurer la dynamique de départ et 

de recrutement des différents acteurs de la transcription (Figure 38) (Dennis et al., 2005; Gianni et 

al., 2002a; Morris et al., 2003), pour revue :(Dennis and O'Malley, 2005). Ainsi, en présence 

d'inhibiteurs du protéasome, le recrutement cyclique de ER et des facteurs de transcription sur les 

promoteurs est bloqué conduisant à une inhibition de la transcription (Reid et al., 2003). De la même 

façon, la dégradation de l'activateur de transcription Gal4 est requise pour la phosphorylation de 

l'extrémité CTD (C-Terminal Domain) de l'ARNpolII qui permet l'activation de l'enzyme (Muratani et 

al., 2005).  

Finalement, le protéasome interviendrait à la fin du processus transcriptionnel en dégradant 

les corégulateurs et les récepteurs (Dace et al., 2000; Lange et al., 2000) afin de "nettoyer" les 

promoteurs (Figure 38) (Nawaz and O'Malley, 2004).  

De façon assez inattendue, le protéasome 26S a été trouvé associé à l'ARNpolII au niveau de 

l'extrémité 3' des gènes, de régions de pause dans l'élongation ou de dommages causés par les UV 

qui sont des régions où l'ARNpolII s'accumule (Gillette et al., 2004). Le protéasome participerait à la 

résolution de ces étapes de blocage et terminerait la transcription. 

D'après l'analyse du profil de recrutement du protéasome à l'échelle du génome (genome 

wide) et l'étude simultanée du profil transcriptionnel dans la levure, le protéasome et ses sous-

complexes n'auraient pas les mêmes fonctions selon le promoteur considéré (Auld et al., 2006). En 

effet, suite à l'inhibition du protéasome, des gènes impliqués dans la dégradation des protéines, la 

réponse au stress et les fonctions mitochondriales sont activés. A l'inverse, l'expression de gènes 
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codant les histones et de gènes impliqués dans la synthèse d'acides aminés et/ou de protéines est 

diminuée (Auld et al., 2006; Dembla-Rajpal et al., 2004; Fleming et al., 2002). De plus, d'après des 

expériences de ChIP à l'échelle du génome, les sous-unités du protéasome sont associées à la 

majorité des gènes sauf une centaine de gènes pour lesquels seul le 19S RP ou le 20S CP est associé 

(Sikder et al., 2006). Ainsi, le protéasome et ses sous-complexes auraient des fonctions différentes 

selon le type de promoteur et selon le(s) sous-complexe(s) impliqué(s). (Collins and Tansey, 2006) 

 

       

Figure 38 : Rôles du protéasome dans la transcription  

Le protéasome 26S participe à la transcription via des mécanismes protéolytiques et non 

protéolytiques. Suite à l'ubiquitination de l'histone H2B, le protéasome interagit avec la 

chromatine et induit la méthylation de l'histone H3 (A.). Le protéasome régule aussi la 

demi-vie des activateurs (B.) et le recrutement cyclique des corégulateurs via des 

activités protéolytiques (C.) ou non (D.). Le protéasome intervient également dans le 

recrutement de l'ARNpolII (E.) et dans le contrôle des "check point" lors de l'élongation 

(F.). Le 19S RP est impliqué dans l'élongation (G). Enfin, le protéasome est impliqué dans 

la réparation de l'ADN (H.) et dans la terminaison (I.). 

 

En conclusion, le complexe 26S participe via ses fonctions protéolytiques à la transcription, 

aussi bien au niveau de l'initiation en assurant le départ des corépresseurs et le recrutement 

cyclique des différents facteurs de transcription, que pendant l'élongation en résolvant les blocages 

de l'ARNpolII dans des contextes promoteur-spécifiques ainsi que dans la terminaison. 

c. Rôles non protéolytiques  

Via le sous-complexe 19S RP, le protéasome est aussi impliqué dans la transcription via des 

processus non protéolytiques. En effet, des expériences de ChIP sur le promoteur GAL1-10 de levure 

ont montré que Gal4 recrute rapidement les sous-unités ATPasiques de la base du 19S RP            

(SUG-1/Rtp6, SUG-2/Rtp4 et Yta1/Rtp5 du 19S RP) et non celles du couvercle ou du 20S CP (Figure 

39) (Gonzalez et al., 2002). De plus, des expériences de ChIP à l'échelle du génome ont révélé la 

présence du sous-complexe 19S RP au niveau des promoteurs des gènes fortement transcrits (Auld 

et al., 2006).  
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Il a alors été proposé que le complexe APIS (AAA Protein Independent of the 20S) composé 

des six ATPases du 19S RP et probablement d'autres protéines, participerait à la transcription des 

gènes via les activités chaperonnes portées par les sous-unités ATPasiques (Sun et al., 2002). APIS 

remodèlerait également les complexes d'élongation associés à l'ARNpolII et faciliterait la résolution 

des blocages de l'ARNpolII lors des pauses d'élongation (Ferdous et al., 2001; Gonzalez et al., 2002). 

 

 

Figure 39 : Le protéasome 19S participe à la transcription des gènes sous le contrôle de 
Gal4 

Le 19S RP interagit avec l'activateur transcriptionnel Gal4 sur le promoteur Gal10 et 

permet le recrutement du complexe SAGA qui acétyle les histones. Ces étapes 

entraînent le recrutement de l'ARNpolII et l'initiation de la transcription. 

 

En conclusion, le protéasome et ses sous-complexes sont impliqués dans les différentes 

étapes de la transcription aussi bien directement via leur fixation au niveau des promoteurs 

qu'indirectement via la dégradation des facteurs de transcription (Lipford and Deshaies, 2003; 

Muratani and Tansey, 2003). Les processus protéolytiques et non protéolytiques auraient lieu en 

parallèle et coopèreraient lors de la transcription (Lassot et al., 2007).(Baker and Grant, 2005) 

d. SUG-1 : sur tous les fronts 

Les fonctions des sous-unités du protéasome, considérées individuellement, sont encore peu 

connues. Beaucoup d'équipes se sont penchées sur le rôle de SUG-1, sous-unité de la base du 19S RP. 

En effet, cette protéine intervient aussi bien dans des processus protéolytiques que                         

non-protéolytiques. 

i. SUG-1 et la protéolyse 

SUG-1 participe à la dégradation de facteurs de transcriptions (Sp1 et SRC-3) (Su et al., 2000) 

(Publication 1). Il participe également à la dégradation des récepteurs nucléaires comme ER, TR, VDR 
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et RARγ en interagissant de façon ligand-dépendante avec leur domaine AF-2 et en entraînant leur 

dégradation (Gianni et al., 2002a; Masuyama and Hiramatsu, 2004; Masuyama et al., 2002; 

Masuyama and MacDonald, 1998; vom Baur et al., 1996).  

Suite à un criblage double hybride, il a aussi été montré que SUG-1 interagit via sa région       

C-terminale, comportant le site AAA-ATPasique, avec la région N-terminale de Prp19 impliquée, en 

plus de son activité E3 ligase, dans la réparation de l'ADN et l'épissage (Cheng et al., 1993; Henriques 

et al., 1989). Cette interaction permettrait de recruter les substrats ubiquitinés de Prp19 afin de les 

diriger vers la dégradation par le protéasome (Sihn et al., 2007). 

ii. SUG-1 et la transcription 

Initialement, SUG-1 a été identifié chez S.cerevisia comme un activateur transcriptionnel  

(Swaffield et al., 1992). L'équipe du Dr. Johnston a montré que SUG-1 participe à la transcription au 

sein du complexe APIS qui comporte les autres sous-unités de la base du 19S comme nous l'avons 

abordé précédemment via des processus non protéolytiques. De plus, récemment il a été montré 

qu'une diminution de l'expression de SUG-1 induit une diminution de l'expression de gènes et 

notamment les gènes du CMH (Complexe Majeur d'Histocompatibilité) (Bhat et al., 2008).  

SUG-1 participerait aussi bien à l'initiation de la transcription qu'à l'élongation. En outre, 

SUG-1 interagit avec TBP (Makino et al., 1999), avec des facteurs de transcription (TFIIH, FACT/cdc68, 

TFIID, SRC-3) (Sun et al., 2002; Weeda et al., 1997) (Publication 1) et est également indispensable au 

recrutement du complexe SAGA (Spt-Ada-Gcn5-Acetyltransferase) au niveau des promoteurs de 

gènes de levure (Lee et al., 2005). En effet, suite à la monoubiquitination de l'histone H2B, le 

complexe 19S est recruté, facilitant ensuite la méthylation des histones H3. Puis SUG-1 et Rpt4 

recrutent les complexes histone-acétyltransferase/SAGA qui acétylent H3 et activent la transcription 

(Figure 39) (Ezhkova and Tansey, 2004). 

Enfin, SUG-1 interagit de façon ligand-dépendante avec de nombreux récepteurs nucléaires 

dont les RAR (vom Baur et al., 1996) via son activité hélicase (Fraser et al., 1997). SUG-1 entraînerait 

une altération locale de l'ADN pour faciliter le remodelage de la chromatine (Fraser et al., 1997). 

En conclusion, SUG-1 serait une plaque tournante qui permettrait l'activation de la 

transcription et/ou la dégradation des coactivateurs et/ou des récepteurs nucléaires. 

B. Dégradation des RAR par le protéasome 

Les RAR sont dégradés par le protéasome en réponse à l'AR. Les travaux de l'équipe 

montrent que dans le cas de RAR, cette dégradation est indépendante de la présence du NTD et de 
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son état de phosphorylation mais dépendante de AF-2. Il a donc été proposé que le domaine AF-2 

recruterait la machinerie d'ubiquitination et/ou de dégradation (Kopf et al., 2000). 

L'hétérodimérisation et la fixation à l'ADN sont également requises pour cette dégradation (Kopf et 

al., 2000; Tanaka et al., 2001; Zhu et al., 1999a). La dégradation de RARα dépendrait aussi 

d'interactions avec d'autres protéines. Ainsi en absence de ligand, la phosphorylation de la sérine 77 

de RARα permettrait l'interaction avec Pin1 qui diminue la demi-vie du récepteur indépendamment 

du ligand (Brondani et al., 2005). En effet, l'utilisation de siRNA ciblant Pin1 ou d'inhibiteurs de Pin1 

conduit à une augmentation du niveau protéique basal de RARα via sa stabilisation. Dans ces 

conditions, les gènes cibles de l'AR sont plus rapidement induits en réponse à l'AR (Gianni et al., 

2009). Pin1 agirait en amont de la machinerie d'ubiquitination via des changements 

conformationnels du récepteur qui deviendrait alors plus accessible aux complexes d'ubiquitine 

ligases (Gianni et al., 2009). 

En ce qui concerne le sous-type RAR1, sa dégradation dépend non seulement du domaine  

AF-2 mais aussi de la phosphorylation du NTD et implique une coordination entre phosphorylation 

et ubiquitination (Gianni et al., 2002a; Kopf et al., 2000). En effet, la phosphorylation de la sérine 77 

par la P38MAPK et de la sérine 79 par cdk7 en réponse à l’AR servirait de point de "nucléation" pour 

l’ubiquitination du récepteur au niveau d’un site qui n’a pas encore été défini (Boudjelal et al., 2000; 

Gianni et al., 2002a; Gianni et al., 2002b). Ainsi, suite à la substitution des deux sérines en alanines, 

RARγ n'est plus ni ubiquitiné, ni dégradé en réponse à l'AR (Gianni et al., 2003; Kopf et al., 2000). Il 

est intéressant de noter qu'en absence du domaine AF-1, RARγ devient dépendant de son partenaire 

d'hétérodimérisation, aussi bien pour la transcription que pour sa dégradation. Dans ce cas, la 

dégradation du récepteur ne fait plus intervenir le protéasome mais des protéases encore non 

identifiées (Gianni et al., 2003). Quant au domaine AF-2, il interviendrait dans la dégradation de 

RAR, via le recrutement de SUG-1 (Gianni et al., 2002a). L'étude de la dégradation de RARγ a 

également mis en lumière un autre aspect du rôle du protéasome dans la réponse à l'AR et 

notamment au niveau transcriptionnel. En effet, l'inhibition de l'ubiquitination et/ou de la 

dégradation du récepteur abroge la transcription des gènes cibles (Gianni et al., 2002a). Ainsi, de 

nouveau, le protéasome joue un double rôle : d'une part, en participant à l'activation de la 

transcription et via le recrutement de la machinerie transcriptionnelle (Lin et al., 2002) et d'autre 

part, en induisant la fin du signal rétinoïde via la dégradation des récepteurs. 

C. Dégradation de SRC-3 par le protéasome 

En réponse à l'AR, SRC-3, après avoir été lui aussi impliqué dans des cycles de transcription, 

est dégradé par le système ubiquitine-protéasome. Cette dégradation dépend de sa phosphorylation 



  
Introduction 

Les RAR et leur coactivateur SRC-3 sont dégradés par le système ubiquitine-protéasome 
101 

par la p38MAPK activée par l’AR (Chai et al., 2009; Gianni et al., 2006) ainsi que du sous-type de RAR 

avec lequel le coactivateur interagit. En effet, la dégradation de SRC-3 en réponse à l'AR n'a lieu 

qu'en présence de RARα associé avec RXR à un RARE (Gianni et al., 2006). Il est intéressant de noter 

qu'à l'inverse, la dégradation de RARα en présence d'AR ne dépend pas de SRC-3 (Gianni et al., 2006). 

La régulation de la dégradation de SRC-3 en réponse à l'AR fait l'objet de cette thèse et est détaillée 

plus loin (cf résultats). Cependant, je décrirai ici, ce qui est connu dans le contexte de la dégradation 

de SRC-3 induite par les œstrogènes et de sa demi-vie phospho-indépendante. 

A l'image des RAR, la transactivation des gènes cibles de ER nécessite l'action protéolytique 

du protéasome 26S afin de réguler la dynamique de recrutement des coactivateurs puis l'arrêt du 

système (Lonard et al., 2000). En réponse aux œstrogènes, SRC-3 est dégradé par le protéasome 

(Lonard et al., 2004) et son état de phosphorylation joue un rôle clef dans ce processus (pour revue 

:(Garabedian and Logan, 2008). En effet, selon les résidus et les kinases impliquées, la 

phosphorylation conduit soit à la dégradation (Wu et al., 2007) soit à la stabilisation du coactivateur 

(Yi et al., 2008) (cf paragraphe III.B.2.a).  

1. Phosphorylation, phospho-dégron et dégradation de SRC-3 

SRC-3 renferme plusieurs régions impliquées dans sa dégradation de manière phospho-

dépendante qui sont appelées phospho-dégron. En N-terminal, la région C localisée entre les 

domaines bHLH et PAS est définie comme un phospho-dégron. En effet, la phosphorylation des 

sérines 101 et 102 participe à la dégradation de SRC-3 et leur déphosphorylation par la phosphatase 

PP1 inhibe le recrutement du protéasome et stabilise le coactivateur (Li et al., 2008). A noter que la 

délétion du domaine bHLH ou la mutation de la lysine 17 et de l'arginine 18 appartenant à ce 

domaine entraîne une stabilisation du coactivateur (Li et al., 2007a).  

La région centrale renferme plusieurs sites de phosphorylation. Ainsi, comme décrit dans le 

paragraphe III.B.2.a, la kinase GSK3 phosphoryle SRC-3 sur les sérines 505 et 509, ce qui constitue le 

signal d'ubiquitination par un complexe CRL1 renfermant la E3 Fbw7 qui conduit à la dégradation du 

coactivateur en réponse aux œstrogènes (Wu et al., 2007). A l'inverse, Akt qui appartient à la même 

voie Akt/PKB-GSK3, phosphorylerait SRC-3 au niveau de la région 673-979 et empêcherait 

l'ubiquitination et la dégradation du coactivateur (Ferrero et al., 2008). Récemment, la 

phosphorylation de la sérine 601 proche du domaine NID par la kinase CK1δ a été mise en évidence 

(Giamas et al., 2009). En plus de moduler l'interaction entre ER et SRC3, cette phosphorylation 

protège SRC-3 de la dégradation en réponse à E2. La région centrale contient également un 

deuxième phospho-dégron, entre les résidus 1031 et 1097, riche en acides aminés acides (Asp et Glu) 

et hydrophobes (Leu et Ile). La phosphorylation de cette région par la kinase PKCξ induit des 
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changements conformationnels conduisant à l'exposition de surfaces chargées qui entraînent des 

répulsions électrostatiques avec le protéasome, empêchant la dégradation de SRC-3 (Yi et al., 2008).  

Enfin, d'autres changements conformationnels, comme ceux générés par Pin1, induisent le 

recrutement du protéasome et diminuent la demi-vie du coactivateur. Pin1 interagit avec différentes 

régions phosphorylées de SRC-3, mais aucun domaine particulier n'a été mis en évidence (Yi et al., 

2005).  

A noter que SRC-3 sert également de plateforme pour le recrutement de la E3 ubiquitine 

ligase E6-AP entraînant la dégradation de ER et non du coactivateur en présence d'agonistes (Shao et 

al., 2004). 

En conclusion, l'ensemble de ces données met en exergue l'action ordonnée des différentes 

kinases/phosphatases en réponse aux œstrogènes et le rôle double des phosphorylations qui en 

découlent. En effet, l'ensemble des phosphorylations semble former un code à l'image du code 

histone pouvant réguler d'autres modifications post-traductionnelles, telles que l'ubiquitination pour 

in fine, conduire à la dégradation du coactivateur via la régulation d'interactions. De plus, avant de 

participer à la dégradation de SRC-3, les phosphorylations modulent son activation et ses fonctions 

transcriptionnelles. Ces modifications apportent donc une régulation globale de l'activité du 

coactivateur.  

A l'heure actuelle, les sites de phosphorylation et d'ubiquitination régissant la dégradation de 

SRC-3 en réponse à l'AR n'ont pas encore été identifiés. Il serait intéressant d'étudier si les modèles 

de régulations impliquées dans la promotion ou dans la prévention de la dégradation de SRC-3 

proposés dans le contexte de ER (Figures 22 p69 et 23 p70) sont transposables aux rétinoïdes. A 

priori, ces mécanismes semblent également faire intervenir des processus de phosphorylation en 

réponse à l'AR comme l'ont amorcé les travaux de l'équipe (Gianni et al., 2006).  

2. Demi-vie de SRC-3 indépendante de la phosphorylation 

En parallèle de la dégradation induite par les œstrogènes, le niveau de SRC-3 est également 

régulé de manière constitutive. Dans ce contexte, REGγ abordé précédemment, interagit avec le 

domaine HAT de SRC-3 et participe à sa dégradation de manière ubiquitine et ATP-indépendante (Li 

et al., 2006).  

D'autres études in vitro ont mis en évidence l'implication de certaines E2 dans 

l'ubiquitination et la dégradation de SRC-3 de manière indépendante des cascades de 

phosphorylation décrites plus haut. Ainsi, UBC2-4, UBC5 et UBC8 pourraient participer à 

l'ubiquitination du coactivateur (Yan et al., 2003). D'autres travaux récents réalisés avec des cellules 
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cancéreuses mammaires (MDA-MB-231) montrent que la E3 CHIP interagit avec SRC-3 et entraîne 

son ubiquitination et sa dégradation (Kajiro et al., 2009). Par contre, dans les cellules 

d'adénocarcinome pancréatique (COLO 357 PL), SRC-3 interagit via la région C-terminale (723-1034) 

avec E6-AP et est dégradé par le protéasome en l'absence de sérum dans le milieu de culture (Mani 

et al., 2006).  

En conclusion, en fonction du contexte cellulaire et des conditions de culture/stimuli, la 

demi-vie de SRC-3 ne fait pas intervenir les mêmes mécanismes que ceux impliqués dans la 

dégradation du coactivateur en réponse aux œstrogènes. 
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Objectifs 

 La thématique centrale de l'équipe du Dr. Cécile Rochette-Egly est basée sur l'étude des 

modifications post-traductionnelles (PTM) des RAR et plus particulièrement de leur phosphorylation. 

Depuis la découverte des RAR en tant que phosphoprotéines, l'équipe a identifié un certain nombre 

de sites de phosphorylation ainsi que les kinases associées. 

 L'équipe a montré qu'en réponse à l'AR, les RAR et leur coactivateur SRC-3 sont rapidement 

phosphorylés (Bastien et al., 2000; Gianni et al., 2006; Rochette-Egly et al., 1997) et que ces 

phosphorylations jouent un rôle clé dans l'interaction des RAR avec leurs corégulateurs ainsi que 

dans la transcription des gènes cibles de l'AR (Publication 2). L'équipe a également montré que RARα, 

RARγ et SRC-3 sont ubiquitinés et dégradés par le protéasome (Gianni et al., 2002a; Kopf et al., 2000; 

Rochette-Egly, 2005). De manière intéressante, SUG-1, une sous-unité du sous-complexe protéasique 

19S qui interagit de façon ligand-dépendante avec les RAR (vom Baur et al., 1996) s'est avérée 

participer à leur dégradation. Dans un premier temps, cette dégradation a été corrélée à la fin du 

signal rétinoïde. Cependant, de façon tout à fait intéressante, il s'est avéré que le protéasome, en 

particulier le 19S RP, participe à la régulation de la transcription via des mécanismes non 

protéolytiques. 

 

 

L'ensemble de ces données soulève un certain nombre de questions :  

-  les phosphorylations de RAR et de SRC-3 participent-elles à leur dégradation et 

comment? Les phosphorylations sont des PTM très rapides et réversibles qui peuvent, 

entre autres, induire des changements structuraux affectant des domaines adjacents 

favorisant aussi l'association/dissociation d'interactants, tels que les composants du 

protéasome et ainsi régir la stabilité et le fonctionnement des protéines. 

-  quelle(s) fonction(s) occupe le protéasome dans la réponse à l'AR?  
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Dans ce contexte, les objectifs de ma thèse ont été de décrypter les mécanismes 

moléculaires impliqués dans les processus de dégradation de RARα et de SRC-3 en réponse à l'AR, à 

savoir : 

 - déterminer si ces processus sont précédés de variations de l'état d'ubiquitination. 

 - caractériser les E3 ubiquitine ligases impliquées. 

 - analyser l'interdépendance entre phosphorylation, ubiquitination et la dégradation. 

 - étudier l'implication des rôles protéolytiques et non protéolytique du protéasome dans la 

transcription des gènes cibles de RARα. 

 

Afin de répondre à ces questions, des approches novatrices ont été mise en place avec l'aide 

des nouvelles plateformes techniques de l'IGBMC à savoir : 

- la mise en place d'une collaboration avec la plateforme de séquençage haut débit de 

l'IGBMC pour réaliser le criblage d'une banque de siRNA ciblant des E3 ubiquitine ligases. 

- la préparation d'anticorps reconnaissant spécifiquement les formes phosphorylées de SRC-3 

(service de production d'anticorps monoclonaux) et la mise au point de l'analyse des protéines 

phosphorylées par purification sur colonne d'affinité. 

- la mise au point des conditions de culture en masse de cellules en suspension (service de 

culture cellulaire) dans le but d'analyser par spectrométrie de masse (plateforme de protéomique) 

des complexes protéiques associés à RARα. 
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Résultats 

I. Phosphorylation et protéasome : de l'activation à la dégradation 

A. Phosphorylation de RARα : clé de voûte de la transcription des 

gènes cibles (Publication 2) 

1. Effets non génomiques de l'AR et de RARα 

Les travaux de l'équipe avaient mis en évidence l'activation de la p38MAPK en réponse à l'AR 

(Gianni et al., 2002a). J'ai confirmé que cette voie de signalisation est activée rapidement (dès 5 min) 

dans diverses lignées cellulaires (MCF7, HeLa, MEF et F9) suite à l'addition d'AR ou d'agonistes de 

RARα. De façon intéressante, cette activation n'est pas observée dans des MEF invalidées pour les 

trois RAR mais est restaurée uniquement lors de la réexpression de RARα. Ces effets suggèrent donc 

un effet non génomique de l'AR mettant en jeu RARα ayant fixé un ligand. 

2. RARα est phosphorylé par MSK1 et cdk7 

Une des cibles de la p38MAPK est la kinase MSK1. En effet, l'activation de cette dernière est 

abrogée en présence d'un siRNA ou d'un inhibiteur spécifique de la p38MAPK, confirmant cette 

cascade. Nous avons montré après purification des protéines phosphorylées par colonne d'affinité 

que RARα est une cible pour MSK1 en réponse à l'AR. En effet, le LBD de RARα renferme une sérine, 

S369, qui appartient à un motif riche en arginines et en lysines et qui correspond à un site consensus 

pour de nombreuses kinases dont MSK1. De plus la sérine 369, fortement exposée, appartient à la 

boucle L9-10 du LBD à proximité de la boucle L8-9 qui correspond avec le début de H9 au domaine de 

fixation de la cycline H (Figure 41) (Gaillard et al., 2006). 

 

           

Figure 40 : Principaux sites de phosphorylation de RARα et kinases associées 

 

 Nous avons montré que la phosphorylation de cette sérine 369 est le signal qui permet le 

recrutement de la cycline H et par voie de conséquence, la phosphorylation de la sérine 77 par la 
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kinase cdk7 associée. D'où la conclusion que l'activation de la voie p38MAPK/MSK1 est le point de 

départ d'une cascade de phosphorylation ciblant RARα.  

 

 

Figure 41 : Phosphorylation et ponts salins du LBD de RARα 

A.  Structure tridimensionnelle du LBD mettant en avant le site de phosphorylation du 

LBD (S369), les ponts salins et la zone de fixation de la cycline H. 

B. Représentation schématique de l'hélice H9 séparant le site de phosphorylation du 

LBD et la zone de fixation de la cycline H. 

 

3. Phosphorylation de RARα et transcription  

Nous avons montré que la voie p38MAPK/MSK1 est indispensable à la transcription des 

gènes cibles de l'AR via la phosphorylation de RARα et des histones.  

a. Recrutement phospho-dépendant de RARα à l'ADN 

 L'utilisation de fibroblastes murins exprimant RARα muté au niveau des sérines 77 (S77A) ou 

369 (S369A) dans un fond RAR (α, β, γ) nul, a permis d'étudier l'impact de la phosphorylation de ces 

résidus sur le recrutement de RARα à l'ADN dans des expériences d'immunoprécipitation de la 

chromatine (ChIP). Nous avons analysé le recrutement de RARα au niveau des promoteurs des gènes 
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cibles Cyp26A1 et RARβ2. Le promoteur du gène Cyp26A1 comprend deux RARE : un distal (DR5 R2) 

et un proximal (DR5 R1) à proximité de la boîte TATA (Figure 42) qui in vivo, agissent de façon 

synergique dans la réponse à l'AR (Loudig et al., 2000). Quant au promoteur de RARβ2, il ne possède 

qu'un seul RARE (DR5R1) à proximité de la boîte TATA (Figure 42). 

 

                    

Figure 42 : Promoteurs des gènes Cyp26A1 et RARβ2 

A. Le promoteur du gène Cyp26A1 possède deux RARE : un distal et un proximal 

proche de la boîte TATA. 

B.  Le promoteur du gène RARβ2 ne renferme qu'un RARE à proximité de la boîte 

TATA. 

 

 Nous avons montré qu'en absence d'AR, une très faible fraction des RARE est occupée par 

RARα. Ceci remet en question le modèle classique selon lequel, tous les promoteurs seraient occupés 

en absence d'AR (Martens et al.), 2010). En effet, RARα est très difficile à détecter au niveau du RARE 

du promoteur du gène RARβ2 et du RARE distal du gène Cyp26A1. Par contre, en réponse à l'AR, 

nous avons observé une augmentation rapide et transitoire (entre 30 et 55 min) de l'occupation de 

ces RARE par RARα. Cependant, en absence d'AR, le promoteur proximal du gène Cyp26A1 est déjà 

occupé par RARα associé au corépresseur SMRT. Dans ce cas et selon le modèle classique, la fixation 

de l'AR induit la dissociation de SMRT et nous observons tout de même une augmentation de 

l'occupation du RARE par RARα.  

De manière intéressante, RARα est recruté sous forme d'un complexe associé à TFIIH et ce 

recrutement dépend de la phosphorylation de la sérine 77. Ainsi, la phosphorylation de cette sérine 

serait nécessaire à l'interaction entre le complexe RARα/TFIIH et l'ADN. 
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Figure 43 : Schéma récapitulatif des effets génomiques et non génomiques induits par 
l'AR 

 

D'un point de vue transcriptionnel, le recrutement de TFIIH sur le RARE distal du promoteur 

du gène Cyp26A1, éloigné de la boîte TATA n'avait pas beaucoup de sens. Des expériences de "ChIP 

Loop Assay" ont alors montré que lorsque le complexe RARα/TFIIH est recruté, le RARE proximal et la 

boîte TATA s'associent au RARE distal via une boucle (Figure 43). Là encore, la formation de cette 

boucle dépend de la phosphorylation de RARα au niveau de la sérine 77. Ces données suggèrent que 

RARα phosphorylé servirait de plateforme pour le recrutement de la machinerie transcriptionnelle. 
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b. Phosphorylation des histones H3 par MSK1 : préparation de la 

chromatine 

 Bien que RARα soit phosphorylé très rapidement par MSK1 en réponse à l'AR (dès 15 min), 

son recrutement au niveau des promoteurs des gènes cibles n'est observé qu'après 30-60 min. D'où 

l'hypothèse que le promoteur ne serait pas accessible au récepteur. En d'autres termes, la 

chromatine ne serait pas prête et serait maintenue dans un état silencieux via la méthylation et/ou 

l'absence d'acétylation des queues des histones (Gillespie and Gudas, 2007).  

En fait, nous avons montré qu'en réponse à l'AR, MSK1 est rapidement recrutée (entre 5 et 

15 min) au niveau des zones entourant les RARE, indépendamment de RARα, et phosphoryle les 

histones H3 comme décrit dans le paragraphe III.B.1.c. La combinaison de ces évènements 

préparerait la chromatine pour le recrutement de RARα, de TFHII puis de l'ARNpolII, afin d'initier la 

transcription des gènes cibles de l'AR. 

B. SRC-3 et SUG-1 : deux corégulateurs transcriptionnels de RARα 

(Publication 1)  

La transcription des gènes cibles de l'AR est potentialisée par des coactivateurs, comme nous 

l'avons mentionné dans l'introduction. Des travaux de l'équipe avaient montré que : (i) SRC-3 est un 

coactivateur des RAR, (ii) SUG-1, une sous-unité du protéasome est aussi un corégulateur 

transcriptionnel des RAR (Gianni et al., 2006) avec lesquels il interagit (vom Baur et al., 1996)           

(iii) SRC-3 et les RAR sont dégradés par le protéasome en réponse à l'AR (Gianni et al., 2006; Kopf et 

al., 2000). 

J'ai donc cherché à savoir quels étaient les rôles du protéasome et plus particulièrement de 

SUG-1, dans l'activité transcriptionnelle de RARα ainsi que dans la dégradation du récepteur et de 

son coactivateur SRC-3. 

1. SRC-3 et SUG-1 modulent la transcription des gènes cibles  

Dans un premier temps, j'ai confirmé par qRT-PCR, le rôle activateur de SRC-3 dans la 

transcription des gènes cibles de l'AR. Ainsi, la surexpression de SRC-3 augmente l'expression des 

ARNm des gènes cibles de RARα dans les cellules MCF7 (Gianni et al., 2006) alors qu'un siRNA ciblant 

SRC-3 a l'effet inverse (Publication 1). Il est intéressant de noter que cet effet est spécifique du 

coactivateur SRC-3. En effet, la suppression ou la surexpression des autres coactivateurs SRC-1 et 

SRC-2 n'ont pas d'effet.  
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De façon assez étonnante, les mêmes observations ont été faites lors de l'utilisation d'un 

siRNA dirigé contre SUG-1. Cependant, SUG-1 semble jouer un rôle plus complexe. En effet, 

contrairement à ce qui était attendu, la surexpression de SUG-1 diminue l'expression des gènes cibles 

de RARα. Ainsi, le niveau d'expression de SUG-1 semble être important dans la transcription des 

gènes cibles de l'AR puisqu'un excès ou un trop faible niveau de SUG-1 bloque leur transactivation.  

2. In vivo, SRC-3 et SUG-1 interagissent avec RARα  

Suite à ces premiers résultats, j'ai disséqué de manière plus approfondie l'interaction de  

SRC-3 et SUG-1 avec RARα. Des expériences d'immunoprécipitation en conditions endogènes ou 

après surexpression des corégulateurs ont montré que, in vivo, l'interaction de RARα avec SRC-3 ou 

SUG-1 est augmentée en présence de ligand. De façon tout à fait intéressante, l'interaction avec  

SRC-3 est déplacée au profit de SUG-1 lorsque celui-ci est surexprimé et inversement. Ceci s'explique 

par le fait que les deux protéines interagissent avec le même domaine de RARα mettant en jeu H12 

(vom Baur et al., 1996). En effet, le mutant de RARα délété de l'hélice H12, n'interagit plus ni avec 

SRC-3, ni avec SUG-1. Donc d'après nos résultats, un excès de SUG-1, entre en compétition avec   

SRC-3 empêchant l'interaction de ce dernier avec RARα. Réciproquement, la surexpression de SRC-3 

déplace l'excès de SUG-1, restaurant ainsi la transactivation des gènes cibles.  

3. SRC-3 et SUG-1 sont recrutés sur les promoteurs des gènes Cyp26 

et RARβ2  

 J'ai ensuite cherché à déterminer si cette interaction entre les trois protéines avait un rôle 

fonctionnel et plus particulièrement transcriptionnel. Des expériences de ChIP, sur le promoteur des 

gènes Cyp26A1 et RARβ2 (Figure 42) ont montré que RARα, SRC-3 et SUG-1 sont recrutés de 

manière simultanée et transitoire sur les différents RARE avec un pic après une heure de traitement 

(Figures 44 et 47). Des expériences de re-ChIP où une première immunoprécipitation de RARα a été 

suivie d'une immunoprécipitation de SUG-1 ont montré que lorsqu'il est recruté, SUG-1 fait partie du 

même complexe que RARα au niveau des deux RARE du promoteur du gène Cyp26A1. D'autres 

expériences de re-ChIP ont montré que SUG-1 est aussi associé à SRC-3. Cependant, il reste à 

déterminer si les trois protéines font partie d'un même complexe ou non. 
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C. SRC-3 est dégradé de façon phospho-dépendante par le système 

UPS en réponse à l'AR  

Suite à son intervention dans un cycle transcriptionnel, SRC-3 est dégradé (Publication 1). De 

plus, l'interaction entre RARα et SRC-3 est augmentée en présence de MG-132, un inhibiteur du 

protéasome. 

D'où l'hypothèse que via son activité protéolytique, le protéasome contrôlerait 

l'association/dissociation de SRC-3 ainsi que la dynamique de la transcription. Il était donc nécessaire 

de disséquer les mécanismes sous-jacents de cette dégradation et le rôle éventuel de SUG-1.  

1. SRC-3 est dégradé par le protéasome en réponse à l'AR 

(Publications 1 et 3) 

J'ai montré dans différentes lignées cellulaires, dans des contextes endogènes ou de 

surexpression que SRC-3 est dégradé en réponse à l'AR. En collaboration avec la plateforme de 

séquençage haut débit, j'ai mis au point les conditions d'analyse de la dégradation de SRC-3 par 

immunofluorescence. J'ai observé qu'en réponse à l'AR, SRC-3 est dégradé de manière cyclique, tout 

d'abord après 3h de traitement puis plus tardivement après 10h (figure 44). Ces résultats ont été 

confirmés par western blot. 

Je me suis focalisée sur la dégradation précoce car elle est suit le recrutement de SRC-3 sur 

les promoteurs des gènes cibles (Figure 44). Nous avons émis l'hypothèse que cette dégradation 

contrôlerait le recrutement cyclique du corégulateur au niveau de RARα et des promoteurs. Par 

contre, la seconde dégradation interviendrait dans le signal d'arrêt des effets de l'AR.  
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Figure 44 : Dégradation cyclique de SRC-3 en réponse à l'AR  

A. Dégradation de SRC-3 en réponse à l'AR analysée par immunofluorescence 

B. Recrutement de SRC-3 et de RARα sur le promoteur du gène RARβ2 

 

J'ai ensuite montré par immunobloting (Publication 1) et par immunofluorescence 

(Publication 3) que le protéasome participe à la dégradation de SRC-3. En effet, le coactivateur n'est 

plus dégradé en présence de MG-132 ou en présence de siRNA ciblant les sous-unités catalytiques du 

20S CP, PSMB1 et PSMB2, confirmant l'implication du protéasome dans la dégradation de SRC-3. 

2. SUG-1 interagit avec SRC-3 et participe à sa dégradation 

(Publications 1 et 3) 

Etant donné que SUG-1, sous-unité du protéasome, est recruté avec SRC-3 au niveau des 

promoteurs des gènes cibles de RARα, nous avons émis l'hypothèse que SUG-1 participerait à la 

dégradation de SRC-3. Dans un premier temps, j'ai montré par des expériences 

d'immunoprécipitation que, in vivo, en conditions endogènes ou de surexpression, SRC-3 et SUG-1 

interagissent de façon ligand-dépendante et que l'interaction entre les deux protéines est directe 

comme l'ont indiqué les expériences de GST-pull down (Publication 1).  
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Puis j'ai montré par western-blot (Publication 1) et par immunofluorescence (Publication 3) 

que la suppression de l'expression de SUG-1 suite à l'utilisation d'un siRNA spécifique, inhibe la 

dégradation de SRC-3. A l'inverse, la surexpression de SUG-1 augmente la dégradation de SRC-3 

(Publication 1).   

Ainsi, in vivo via SUG-1, le protéasome serait impliqué dans la dégradation de SRC-3 en 

réponse à l'AR. Plusieures hypothèses peuvent être proposées : soit SUG-1 participe à la 

reconnaissance du coactivateur par le protéasome soit il participe à la déstructuration de SRC-3 

avant sa dégradation. 

3. L'ubiquitination de SRC-3 fait intervenir un complexe Cul3-Rbx1 

(Publication 3) 

La dégradation des protéines étant précédée de leur ubiquitination, j'ai analysé 2h30 après 

l'addition d'AR et après immunoprécipitation de SRC-3, les formes ubiquitinées du coactivateur. Le 

niveau d'ubiquitination de SRC-3 augmente en réponse à l'AR et les formes ubiquitinées 

s'accumulent en présence de l'inhibiteur du protéasome MG-132. Donc l'AR induirait l'ubiquitination 

de SRC-3 pour l'entraîner vers la dégradation par le protéasome. 

Comme nous l'avons abordé dans l'introduction, la reconnaissance des protéines cibles pour  

l'ubiquitination est réalisée par des E3 ubiquitine ligases. Nous avons alors cherché à déterminer 

quelle était la E3 impliquée dans l'ubiquitination de SRC-3. Afin de répondre à cette question, j'ai 

réalisé en collaboration avec la plateforme de séquençage haut débit, un criblage basé sur 

l'utilisation d'une banque de 110 siRNA ciblant des protéines impliquées dans des complexes E3 

ubiquitine ligases après 3h de traitement d'AR. Nous avons identifié deux protéines, Culline 3 et 

Rbx1, connues pour appartenir à un même complexe CRL (cf paragraphe IV.A.b.iii). En effet, les 

siRNA spécifiques de ces deux protéines inhibent la dégradation de SRC-3 et conduisent alors à une 

accumulation du coactivateur visualisée par immunofluorescence. A noter que les siRNA dirigés 

contre les E3 ligases E6-AP, Fbw7 et CHIP impliquées dans la dégradation de SRC-3 et de ER en 

réponse aux œstrogènes n'ont pas inhibé la dégradation de SRC-3 en réponse à l'AR. Ces résultats 

indiquent que la dégradation de SRC-3 en réponse à différents stimuli fait intervenir des mécanismes 

distincts et spécifiques. 

Par des expériences de microscopie confocale, nous avons montré que SRC-3 est 

exclusivement nucléaire alors que Cul3 est localisée à la fois dans le noyau et dans le cytoplasme. De 

plus, des expériences de fractionnement cellulaire ont montré que l'ubiquitination et la dégradation 

de SRC-3 ont lieu dans le noyau. De façon tout à fait intéressante en réponse à l'AR, Cul3, se 
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relocalise dans le noyau et en périphérie de celui-ci. Cette relocalisation de Cul3, observée en 

réponse à l'AR, corrobore le rôle de cette culline dans l'ubiquitination de SRC-3. A l'inverse, la 

localisation des autres cullines, Cul1 et Cul2, n'est pas affectée, validant le rôle spécifique de Cul3 

dans la réponse à l'AR.  

4. Le complexe CRL3 participe à la transcription des gènes cibles de 

l'AR (Publication 3) 

A l'image de l'implication de SUG-1 dans la transcription des gènes cibles de l'AR et dans la 

dégradation de SRC-3, nous avons étudié si le complexe CRL3 participait également à la transcription. 

J'ai analysé par qRT-PCR le niveau d'ARNm des gènes cibles Cyp26A1 et RARβ en présence d'un siRNA 

spécifique de Cul1, Cul2, Cul3 et Rbx1 ainsi que lors de la surexpression des trois cullines. Seuls les 

siRNA ciblant Cul3 et Rbx1 diminuent la transcription des gènes cibles en réponse à l'AR. Ces résultats 

appuient l'implication du complexe CRL3 dans la réponse à l'AR. 

5. SRC-3 est phosphorylé en réponse à l'AR (Publication 3)  

Dans le contexte des récepteurs des œstrogènes, la dégradation de SRC-3 est régulée, entre 

autres, par des processus de phosphorylation. J'ai donc étudié s'il pouvait en être de même dans le 

contexte des rétinoïdes.  

Comme nous l'avons abordé dans l'introduction, SRC-3 renferme quatre sites consensus 

(S505, S543, S860 et S867) pour la p38MAPK (Figure 45). Des travaux réalisés dans l'équipe avaient 

montré que SRC-3 est phosphorylé en réponse à l'AR suite à l'activation de la p38MAPK (Gianni et al., 

2006). 

 

 

Figure 45 : Domaines de SRC-3 et sites cibles de la p38MAPK 

 

J'ai alors généré des anticorps reconnaissant spécifiquement les quatre sites phosphorylés de 

SRC-3. Après purification des protéines phosphorylées par affinité, j'ai montré que l'AR augmente 

spécifiquement la phosphorylation de la sérine 860 dans le cas de SRC-3 endogène comme dans 

celui de SRC-3 recombinant après surexpression (Figure 46). 
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Figure 46 : La phosphorylation de la sérine 860 est induite par l'AR 

Analyse par immunobloting avec des anticorps spécifiques des formes phosphorylées de 

SRC-3 après purification par affinité des formes phosphorylées. 

 

6. Phospho-dépendance de l'ubiquitination et de la dégradation de 

SRC-3 (Publication 3)  

 Afin de tester l'implication de la phosphorylation de la sérine 860 dans la dégradation de 

SRC-3, un mutant avec cette sérine remplacée par une alanine (S860A) a été construit. Ce mutant 

n'est plus dégradé en réponse à l'AR, ce qui suggère le rôle clé de la phosphorylation de ce résidu. A 

noter que SRC-3 muté au niveau des autres sites de phosphorylation (S505A, S543A et S867A) se 

dégrade aussi efficacement que la protéine sauvage, confirmant l'importance de la sérine 860. Enfin, 

j'ai montré après immunoprécipitation spécifique de SRC-3 phosphorylé au niveau de la sérine 860 

que cette forme augmente en réponse à l'AR, en même temps que son ubiquitination.  

7. La dégradation nucléaire de SRC-3 n'a pas lieu au niveau de la 

chromatine 

Au laboratoire, il avait été montré que la phosphorylation de SRC-3 diminuait l'interaction 

avec RARα (Gianni et al., 2006). En présence d'AR, le pic de recrutement de SRC-3 sur le promoteur 

des gènes cibles précède sa phosphorylation ainsi que sa dégradation. D'où l'hypothèse que la 

phosphorylation de la sérine 860 serait le signal pour d'une part sa dissociation du complexe fixé aux 

RARE et d'autre part pour le recrutement du complexe CRL3, en dehors de l'ADN. 

Par des expériences de fractionnement cellulaire suivies d'immunobloting ou 

d'immunoprécipitations spécifiques de SRC-3 phosphorylé au niveau de la sérine 860, j'ai montré que 

la fraction de SRC-3 associée à la chromatine était plus faible que la fraction nucléaire soluble. De 
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plus, lorsque SRC-3 est associé à la chromatine, il n'est ni ubiquitiné, ni dégradé en réponse à l'AR. A 

l'inverse, la fraction majoritaire de coactivateur présente dans la fraction nucléaire soluble est 

phosphorylée, ubiquitinée et dégradée en réponse à l'AR. En outre, Cul3 et Rbx1 sont présents dans 

la fraction nucléaire soluble et non dans la fraction chromatinienne. 

8. Conclusion 

J'ai montré qu'en réponse à l'AR, RARα est recruté avec SRC-3 et SUG-1 au niveau des 

promoteurs des gènes cibles. Ces deux corégulateurs participent à la transcription de ces gènes 

cibles. Ensuite, SRC-3 est phosphorylé sur la sérine 860. Cette modification semble être le signal de 

dissociation du récepteur fixé au RARE ainsi que le signal de reconnaissance du coactivateur par un 

complexe CRL3 entraînant son ubiquitination. Une fois ubiquitiné, SRC-3 est dégradé par le 

protéasome dans le noyau des cellules (Figure 47). 
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Figure 47 : Modèle d'activation et de dégradation de SRC-3 dans la réponse à l'AR 

A.  En réponse à l'AR, SRC-3 est recruté avec RARα et SUG-1 sur le promoteur des 

gènes cibles de l'AR. Puis après sa phosphorylation sur la sérine 860, il se dissocie 

du complexe lié à l'ADN. Un complexe CRL3 induit l'ubiquitination du coactivateur 

ce qui l'entraîne vers sa dégradation par le protéasome. 

B. SRC-3, RARα et SUG-1 sont recrutés sur le RARE proximal du gène Cyp26A1.
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II. Dégradation de RARα : un cas à part? (Résultats non publiés) 

A.  RARα est dégradé par le protéasome indépendamment de SRC-3 

et de SUG-1 

Dans diverses lignées cellulaires (COS, MEF et MCF7), dans des contextes endogènes ou de 

surexpression, RARα est dégradé en réponse à l'AR (Publication 1). J'ai affiné la cinétique de 

dégradation dans les cellules MCF7 en collaboration avec la plateforme de séquençage haut débit. 

Dans un premier temps, j'ai validé la technique via l'utilisation d'un siRNA dirigé contre RARα : une 

diminution du signal est observée et est quantifiable (Figure 48a). Puis dans un second temps, j'ai 

montré par immunofluorescence que RARα est dégradé à partir de 8h de traitement (Figure 48b) 

lorsque le processus transcriptionnel est terminé (Publication 2).  

 

        

Figure 48 : RARα est dégradé en réponse à l'AR 

A. En présence d'un siRNA dirigé contre RARα (siRAR), l'intensité de fluorescence de 

RARα est diminuée comparé au siRNA contrôle (siCtr). 

B. Cinétique de dégradation de RARα en réponse à l'AR. 

 

La dégradation de RARα fait intervenir le protéasome. En effet, l'utilisation d'un inhibiteur du 

protéasome (MG-132) (Figure 49a) ou de siRNA ciblant les sous-unités catalytiques du protéasome, 

PSMB1 et PSMB2 (Figure 49b), inhibe la dégradation de RARα. Cependant, à la différence de SRC-3, 

SUG-1 ne participe pas à la dégradation de RARα. En effet, de façon surprenante, l'utilisation de 

siRNA spécifiques de SUG-1 ne supprime pas la dégradation du récepteur mais l'augmente 

(Publication 1). 
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Figure 49 : RARα est dégradé par le protéasome en réponse à l'AR 

A. La dégradation de RARα en réponse à l'AR est abrogée par l'inhibiteur du 

protéasome, MG-132. 

B. Des siRNA dirigés contre les sous-unités catalytiques PSMB1 et PSMB2 du 

protéasome 20S CP inhibent la dégradation de RARα par le protéasome. 

 

Comme SRC-3 contrôle la dégradation du récepteur des œstrogènes en servant de plateforme 

pour le recrutement de la E3 ubiquitine ligase E6-AP (Shao et al., 2004), nous avons analysé s'il en 

était de même pour RARα. En fait, ce modèle n'est pas transposable à RARα car la suppression de 

SRC-3 avec des siRNA n'affecte pas la dégradation du récepteur (Publication 1). 

B. La dégradation de RARα ne fait pas intervenir les acteurs 

classiques 

1. RARα : une protéine, deux types d'ubiquitination 

Une fois l'implication du protéasome mise en évidence dans la dégradation de RARα, nous 

avons cherché à déterminer si le récepteur était ubiquitiné et si l'AR induisait des variations de cette 

modification. Nous avons utilisé la même stratégie que celle développée pour l'étude de la 

dégradation de SRC-3. 

Ainsi, dans des contextes endogènes (MCF7 et MEF) ou de surexpression de RARα et de 

l'ubiquitine couplée à une étiquette HA dans les cellules COS, j'ai montré que RARα présente deux 

types d'ubiquitination : d'une part, une ubiquitination de base qui ne varie pas en présence d'AR ou 

de MG-132 et d'autre part une ubiquitination induite par l'AR. De manière intéressante, cette 
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dernière forme ubiquitinée AR-dépendante s'accumule en présence de MG-132 (Figure 50). Deux 

formes ubiquitinées basales ont été détectées par immunobloting avec des poids moléculaires de 

l'ordre de 75-80 kDa et de 100-110 kDa. Ces formes ne varient pas en intensité suite à l'addition d'AR 

ou d'inhibiteur du protéasome. Cependant, en présence de MG-132 et d'AR, nous avons mis en 

évidence l'apparition de bandes de plus hauts poids moléculaires (150 à 250 kDa).  

 

                                     

Figure 50 : Ubiquitination de RARα 

Détection par immunobloting des formes ubiquitinées après immunoprécipitation de 

RARα dans des cellules MCF7 et COS. 

 

2. E3 impliquée dans l'ubiquitination de RARα : un cas à part 

Notre but était alors d'identifier la E3 ubiquitine ligase impliquée dans l'ubiquitination de 

RARα induite par l'AR. Comme précédemment, j'ai réalisé un criblage avec la même banque de siRNA 

que dans le cas de SRC-3. Malheureusement, les résultats obtenus ne nous ont pas permis de mettre 

en évidence un complexe E3 impliqué dans la dégradation du récepteur observée, 8h après l'addition 

d'AR. D'où l'hypothèse que l'ubiquitination de RARα et donc sa dégradation ne feraient pas intervenir 

des acteurs et des mécanismes classiques.  

J'ai alors commencé à développé la technique de spectrométrie de masse afin d'isoler des 

complexes associés à RARα dans le but d'identifier les éventuelles E3 impliquées dans son 

ubiquitination. Les conditions sont encore en cours de mise au point. 
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C. Dégradation de RARα : "sous produit" de la transcription? 

 Selon les hypothèses du laboratoire, la dégradation de RARα (8h après l'addition d'AR) 

suivrait l'implication du récepteur dans des cycles transcriptionnels (qui débutent dès 1h). Etant 

donné que l'activité transcriptionnelle de RARα dépend de son état de phosphorylation et du 

recrutement de corégulateurs au niveau du domaine AF-2, nous nous sommes alors penchés sur le 

rôle éventuel de la phosphorylation des sérines 77 et 369 et/ou de l'hélice H12 dans la régulation de 

la dégradation du récepteur en réponse à l'AR. 

1. Rôle de la phosphorylation des sérines 77 et 369 ? 

J'ai analysé la dégradation de RARα sauvage, S77A et S369A dans des cellules MEF qui 

réexpriment ces récepteurs dans un fond RAR (α, β, γ) nul (Figure 51). J'ai observé par 

immunobloting que le mutant S77A est moins efficacement dégradé que le récepteur sauvage (WT). 

Par contre, le mutant S369A n'est plus dégradé en réponse à l'AR. La phosphorylation de la sérine 

369 semble donc jouer un rôle dans la dégradation de RARα.  

 

 

Figure 51 : Dégradation de RARα sauvage et muté au niveau des sérines 77 et 369 

Analyse par immunobloting de la dégradation de RARα en réponse à l'AR dans des MEF 

réexprimant RARα sauvage, S77A et S369A dans un fond RAR (α, β, γ) nul. 

 

 Ces défauts de dégradation pouvant refléter des anomalies d'ubiquitination, j'ai analysé 

après immunoprécipitation de RARα (sauvage ou muté au niveau des sites de phosphorylation), 

l'ubiquitination du récepteur (Figure 52). De façon surprenante, l'ubiquitination basale de RARα est 

affectée par la mutation des sérines 77 et 369. En effet, les formes ubiquitinées de 75-80 kDa sont 

moins intenses dans le cas des deux mutants. Cependant, ces formes sont restaurées suite au 

traitement des cellules par l'AR et MG-132. Par contre, la seule mutation S369A semble supprimer 

l'apparition des formes de hauts poids moléculaires induits par l'AR et le MG-132.  

En conclusion, il semble que l'état de phosphorylation de RARα module son ubiquitination/ 

dégradation. Cependant, il reste à déterminer le mécanisme de cet effet. Est-il lié à l'activité 
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transcriptionnelle de RARα et/ou à une dynamique de recrutement du système UPS comme dans le 

cas de la cycline H? 

 

           

Figure 52 : Ubiquitination de RARα sauvage ou muté sur les sérines 77 et 369 

Une immunoprécipitation de RARα dans des extraits totaux de MEF exprimant RARα 

WT, S77A et S369A a été réalisée. La membrane a ensuite été incubée avec un anticorps 

reconnaissant l'ubiquitine (panneau supérieur) puis avec un anticorps reconnaissant 

RARα (panneau inférieur). 

 

Enfin, étant donné que les RAR sont des cibles pour de nombreuses modifications post- 

traductionnelles, il n'est pas exclu qu'une autre modification phospho-dépendante et/ou une 

SUMOylation soient également impliquées. Des expériences de SUMOylation de RARα ont été 

entreprises mais d'après les résultats préliminaires, RARα ne serait pas SUMOylé en réponse à l'AR. 

2. L'hélice H12 : sur la bonne piste? 

A l'image des deux sérines 77 et 369 dans la transcription des gènes cibles, l'hélice H12 joue 

également un rôle clé puisqu'elle participe au recrutement des corégulateurs (cf paragraphe 

I.B.1.b.iii). J'ai montré qu'un mutant de RARα délété de cette hélice H12 n'est plus dégradé en 
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réponse à l'AR (Figure 53). Il serait alors intéressant d'étudier si cette absence de dégradation résulte 

d'un défaut d'ubiquitination ou de recrutement du protéasome. 

Néanmoins nous pouvons émettre l'hypothèse que le recrutement de la E3 ubiquitine ligase 

ou de la machinerie de dégradation s'effectue via H12.  

 

                

 

Analyse par immunobloting de la 

dégradation de RARα sauvage (WT) 

ou délété de l'hélice H12 (H12) dans 

des cellules COS transfectées. 

Figure 53 : Dégradation de RARα délété de l'hélice H12 

 

D. PTM, dégradation… mais encore? 

J'ai montré que RARα est ubiquitiné puis dégradé par le protéasome en réponse à l'AR. 

L'ubiquitination induite par l'AR s'ajoute à une ubiquitination basale. J'ai également montré que la 

phosphorylation de RARα contrôle son ubiquitination et sa dégradation. Cependant, ces processus ne 

semblent pas faire intervenir les acteurs et les mécanismes classiques. Il reste à démontrer comment 

la phosphorylation/l'ubiquitination et le protéasome coopèrent pour contrôler l'activité 

transcriptionnelle et la dégradation de RARα. 
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Discussion 

Les résultats de mes travaux ont permis de montrer que la transcription des gènes cibles de 

RARα et la dégradation du récepteur et de son coactivateur SRC-3 sont intimement liées. De plus, j'ai 

montré que ces deux processus cellulaires font intervenir le protéasome 26S et/ou ses sous-

complexes et sont régulés par des phénomènes de phosphorylation. 

Ces résultats soulèvent cependant encore de multiples questions dont certaines sont en 

cours d'investigation au laboratoire. 

I. Phosphorylation : régulation "ultrafine" de la réponse à l'AR 

Les phosphorylations sont des modifications rapides et réversibles. La fixation covalente 

d'un groupement phosphate au niveau d'une sérine, d'une tyrosine ou d'une thréonine ajoute non 

seulement une nouvelle charge négative au substrat mais aussi de nouvelles contraintes stériques 

dues à la taille du groupement. Ainsi de façon générale, la phosphorylation peut modifier la structure 

(cf paragraphe I.B.1.c), l'activité (cf chapitre II) et la localisation des substrats (cf paragraphe III.B.1.a) 

(Publication 4) via des changements conformationnels de la région phosphorylée ou de domaines 

adjacents (Gardner and Montminy, 2005; Pufall et al., 2005), via la rigidification locale de la structure 

(communication personnelle) ou encore via la modulation d'interactions protéine-protéine.  

A. Phosphorylation et interaction de RARα avec ses partenaires 

La phosphorylation module des interactions soit directement en contrôlant l’association-

dissociation d'interactants reconnaissant spécifiquement les groupements phosphates soit 

indirectement via des changements conformationnels affectant des domaines adjacents. Ainsi dans 

le cas de RXRα, la phosphorylation de la boucle Ω entre les hélices H1 et H3 du LBD altère la structure 

de la région voisine impliquée dans l'interaction avec les coactivateurs qui ne sont alors plus recrutés 

(Macoritto et al., 2008). A l'inverse, dans le cas de RARα, nous avons montré que la phosphorylation 

de la sérine 369 située dans la boucle L9-10 augmente l'interaction avec la cycline H au niveau de la 

boucle L8-9 (Publication 2) (Bour et al., 2005a; Gaillard et al., 2006). Cette phosphorylation serait le 

signal de recrutement du complexe cycH/cdk7, entraînant la phosphorylation par cdk7 du NTD de 

RARα au niveau de la sérine 77 (Gaillard et al., 2006). Cette dernière phosphorylation permet le 

recrutement de l'hétérodimère RARα/RXR à l'ADN (Publication 2), très probablement via la 

propagation de changements structuraux vers le DBD. Etant donné que d’après nos données de ChIP, 

seulement une fraction du "pool" de RARα est recrutée à l’ADN en réponse au ligand, nous pouvons 
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proposer que la phosphorylation de RARα constituerait une régulation fine et ordonnée de la 

transcription des gènes cibles, en aiguillant une fraction des récepteurs vers l’ADN.  

B. Phosphorylation et ubiquitination/dégradation de SRC-3  

Pour un nombre croissant de protéines, il a été montré que leur état de phosphorylation est 

lié à leur dégradation par le protéasome. En effet, en régulant l’interaction de complexes E3 

ubiquitine ligases, la phosphorylation/déphosphorylation d’un substrat peut constituer le signal 

d'ubiquitination. Un exemple de ce modèle est la dégradation phospho-dépendante de TAL1 (T-cell 

Acute Lymphoblastic Leukemia 1). En effet, en réponse au facteur de croissance TGF-β (Transforming 

Growth Factor β), TAL1 est phosphorylé par Akt, ce qui induit le recrutement de la E3 CHIP, 

l'ubiquitination puis la dégradation de TAL1 (Terme et al., 2009). 

Il a également été montré que les séquences PEST qui comme leur nom l'indique, 

renferment de nombreux acides aminés prolines (P), acides glutamiques (E), sérines (S) et thréonines 

(T) participent à la stabilité et à la demi-vie des protéines (Rechsteiner and Rogers, 1996; Rogers et 

al., 1986) via notamment le recrutement du système UPS (Marchal et al., 1998). Les sérines et 

thréonines des séquences PEST ou des régions adjacentes, peuvent être phosphorylées, ce qui ajoute 

un niveau de régulation supplémentaire à la dégradation du substrat. Ainsi dans certains cas, la 

mutation en alanine des acides aminés phosphorylables de cette séquence entraîne la perte de la 

dégradation alors que la mutation en acide glutamique, mimant la charge négative du groupement 

phosphate, la rétablit (Marchal et al., 1998). Cependant, ce n'est pas une règle absolue. En effet, 

dans le cas de LYL1 (Lymphoblastic Leukemia 1), la phosphorylation par une MAPK d'une sérine 

appartenant à la séquence PEST ne modifie ni la demi-vie de la protéine, ni son ubiquitination (Lukov 

and Goodell), 2010). 

Nous avons montré qu'en réponse à l'AR, SRC-3 est recruté avec RARα au niveau des 

promoteurs des gènes cibles où il est ensuite phosphorylé au niveau de la sérine 860. Ce résidu est 

localisé au sein du NID (Figure 54), entre les deux derniers motifs LxxLL impliqués dans l'interaction 

avec RARα. La phosphorylation de cette sérine 860 jouerait un rôle double. Dans un premier temps, 

elle serait le signal de dissociation avec RARα à l'image de la dissociation de la vinexine β avec RARγ 

lorsque ce dernier est phosphorylé (Lalevee et al.), 2010), très probablement via des changements 

allostériques se propageant aux motifs LxxLL. Puis dans un deuxième temps, la phosphorylation de la 

sérine 860 permet l'ubiquitination de SRC-3 en dehors de la chromatine probablement en modulant 

son interaction avec le complexe CRL3. In fine, ce processus aboutirait au recrutement du 

protéasome secondé par SUG-1.  



  
Discussion 

Phosphorylation : régulation "ultrafine" de la réponse à l'AR 
129 

 

            

Figure 54 : Domaines et séquences PEST de SRC-3 

A. Structure modulaire de SRC-3 

B. Séquence de SRC-3. Les motifs LxxLL sont représentés par les rectangles verts. La 

séquence PEST validée expérimentalement est encadrée en rose. Les séquences PEST 

déterminées in silico, aux scores de prédiction faibles sont encadrées en pointillés 

roses. 

 

De façon surprenante, en présence d'AR, Cul3 se relocalise dans le noyau et à sa périphérie. 

Cependant, aucune séquence NLS n'a été trouvé in silico au sein de Cul3 
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(http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/). Néanmoins, il est possible d'imaginer qu'en 

réponse à l'AR, Cul3 serait prise en charge par une protéine de type Importine (Fried and Kutay, 

2003) qui l'importerait dans le noyau pour y ubiquitiner SRC-3.  

La reconnaissance des substrats par des complexes CRL3 est assurée par des protéines 

adaptatrices de type BTB (cf paragraphe IV.1.a.iii). Cependant, nous n'avions pas intégré de siRNA 

ciblant cette famille de protéines lors de notre criblage. Il serait alors intéressant de réaliser un 

nouveau criblage avec une banque de siRNA spécifiques des 190 protéines BTB connues (Stogios et 

al., 2005) afin d’identifier la protéine impliquée dans la reconnaissance de SRC-3. Néanmoins, Xing et 

al., ont récemment montré que, dans le cas de HSF2 (Heat Shock Factor protein 2), Cul3 peut 

interagir directement avec une séquence PEST et entraîner son ubiquitination puis sa dégradation 

(Xing et al.), 2010). A noter que SRC-3 renferme une séquence PEST entre les résidus 647 et 674 

(Figure 54) (Yan et al., 2003) et que la serine 860 appartient à une séquence PEST potentielle 

(http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind) bien que présentant un score faible.  

Suite à ces résultats, il serait intéressant de déterminer (1) si l'interaction entre le 

coactivateur et cul3 est directe et si elle dépend de la phosphorylation de la serine 860, (2) si la 

phosphorylation de cette sérine a lieu lorsque le coactivateur est associé à RARα sur le promoteur 

des gènes cibles puis (3) de valider que le complexe CRL3 n’est pas recruté par SRC-3 sur l'ADN.  

 

http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind
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II. Le protéasome : régulation fine de la réponse à l'AR 

A. Régulation de la transcription des gènes cibles de l'AR en absence 

de protéolyse 

1. Recrutement du protéasome via RARα et/ou ses corégulateurs 

Nos résultats ont mis en évidence l'implication de SUG-1 dans la transcription des gènes 

cibles de l'AR via son association avec RARα et/ou SRC-3. Ces données sont en accord avec d'autres 

travaux et convergent vers un rôle non protéolytique de SUG-1 dans la transcription. En effet,    

SUG-1 a la capacité d'interagir avec le domaine AF-2 de RN dont RAR, TR et ER (vom Baur et al., 1996) 

ainsi qu'avec la sous unité TAFII90 de TFIID et TBP (Sun and Allis, 2002; Yanagi et al., 2000), la sous-

unité XPB de TFIIH (Xeroderma Pigmentosum group B-complementing protein) et Tfb2 (RNA 

polymérase II Transcription factor B subunit 2) (Sun et al., 2002; Weeda et al., 1997). D’après des 

travaux récents de Bhat et al., SUG-1 participerait via son activité ATPasique à l'assemblage et à la 

stabilisation de complexes multiprotéiques au niveau des promoteurs (Bhat et al., 2008). SUG-1 

pourrait également jouer un rôle similaire dans le contexte de RARα. Cette hypothèse pourrait être 

validée par qRT-PCR grâce à l'utilisation d'un mutant de SUG-1 dont le site catalytique                    

AAA-ATPasique n'est plus actif. 

2. Rôles non protéolytiques du protéasome indépendants de RARα 

SUG-1 participe également à la transcription des gènes cibles de l'AR, mais indépendamment 

de RARα, au sein d'un complexe APIS, via son activité hélicase dans le remodelage local de la 

chromatine (Fraser et al., 1997). SUG-1 et plus généralement le 19S RP, participe aussi aux 

modifications des histones dans le contexte de l'interdépendance entre les marques épigénétiques 

comme l'ubiquitination des histones H2B et la méthylation des histones H3 (Ezhkova and Tansey, 

2004; Lee et al., 2005). Ceci serait en accord avec nos résultats de ChIP où l'on observe un 

recrutement SUG-1 après le départ de RARα et de SRC-3 du promoteur de RARβ2. Ce rôle de SUG-1 

semble cependant être promoteur spécifique car son recrutement tardif n'est pas observé au niveau 

des RARE du gène Cyp26A1. Il serait alors intéressant de corréler le recrutement de SUG-1 à l’état de 

phosphorylation, d'acétylation, d'ubiquitination, etc. des histones. 

Finalement, de nombreux travaux ont mis en lumière le rôle de SUG-1 dans l'élongation au 

sein d'un complexe avec l'ARNpolII (Ferdous et al., 2001; Ferdous et al., 2002; Gonzalez et al., 2002; 

Rubin et al., 1996). Des expériences de ChIP et de re-ChIP de l’ARNpolII et de SUG-1 au niveau des 
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gènes cibles de l’AR permettraient d'établir le rôle de SUG-1 dans l'élongation de la transcription 

dans le contexte de l'AR. 

B. Protéasome et recrutement cyclique de SRC-3 sur le promoteur 

des gènes cibles de l'AR 

Des travaux dans le contexte de ER avaient mis en évidence un recrutement cyclique des 

différents acteurs de la transcription en réponse aux œstrogènes (Metivier et al., 2003). D’autres 

travaux ont montré que l'activité protéolytique du protéasome 26S est requise pour le contrôle de la 

transcription (Kinyamu et al., 2005; Lipford and Deshaies, 2003) et plus particulièrement pour la 

dynamique des échanges des différents corégulateurs (Hager et al., 2009; Perissi and Rosenfeld, 

2005). Ainsi, en présence d'inhibiteur du protéasome, la transcription de la plupart des RN est 

diminuée (Dennis et al., 2005; Gianni et al., 2002a; Kang et al., 2002; Lonard et al., 2000).  

Nous avons également observé un recrutement cyclique de SRC-3 au niveau des 

promoteurs des gènes cibles de l'AR durant la première heure après l'addition d'AR. Le système 

UPS et plus particulièrement SUG-1 et un complexe CRL3, pourraient être impliqués dans ce 

mécanisme puisque la perte de ces deux protéines, qui participent à la dégradation AR-dépendante 

de SRC-3, entraîne une inhibition de la transcription des gènes cibles. Il serait intéressant de tester si 

un siRNA dirigé contre SUG-1 et Cul3/Rbx1 fige le système en bloquant le départ de SRC-3 des 

promoteurs. De même, la surexpression du mutant S860A de SRC-3 qui n'est plus dégradé en 

réponse à l'AR, devrait figer le système. 

C. Conclusion : le système UPS joue un rôle global dans la réponse à 

l'AR 

L'ensemble de ces données tend à montrer que SUG-1 joue un rôle global et essentiel dans 

la réponse à l'AR. En effet, il intervient pratiquement à tous les niveaux : de la préparation de la 

chromatine à la dégradation de SRC-3 en passant par l'initiation de la transcription et l'élongation. 

Ceci pourrait expliquer pourquoi son niveau d'expression qui semble être un élément très important 

pour l'équilibre de tous les mécanismes transcriptionnels, ne varie pas en réponse à l'AR. Il serait 

intéressant d'étudier si d'autres sous-unités du protéasome et particulièrement d’autres sous-unités 

du 19S RP participent également à la réponse à l'AR. La même stratégie que celle développée pour 

l'étude du rôle de SUG-1 pourrait être mise en place. 

 



  

Discussion 
Le protéasome et la dégradation massive et tardive de RARα : régulation grossière de la fin du 

signal AR 
133 

III. Le protéasome et la dégradation massive et tardive de RARα : 

régulation grossière de la fin du signal AR 

Le ligand induit non seulement la transcription des gènes cibles de la plupart des RN (RAR, 

TR, ER, VDR, PR et GR) mais aussi la dégradation de ces derniers par le protéasome (Chen et al., 2006; 

Dennis and O'Malley, 2005). Le lien étroit entre la transcription et la dégradation est un concept 

général aux RN et constitue un signal grossier d'arrêt de la réponse. Ainsi, la dégradation de RARα 

(8h après l'addition d'AR) comme la deuxième dégradation tardive de SRC-3 constitueraient donc le 

signal de fin du système. Dans le cas de SRC-3, il reste à déterminer si cette seconde dégradation fait 

intervenir ou non la phosphorylation de la sérine 860 et le recrutement d'un complexe CRL3. En tout 

cas, des régulations supplémentaires doivent s'ajouter sinon tout le "pool" de SRC-3 serait dégradé 

3h après l'addition d'AR, dès le premier cycle de dégradation. 

A. Dégradation atypique de RARα 

D’après nos résultats, la dégradation de RARα semble s'écarter des sentiers battus et des 

modèles proposés pour les autres récepteurs nucléaires et ne ferait pas intervenir des E3 classiques 

comme en témoignent les résultats du criblage. De plus, deux types d'ubiquitination, de base ou 

induite par l'AR, cohabitent au sein de RARα et feraient donc intervenir des E2 et des E3 différentes. 

En effet, l'ubiquitination basale n'intervient pas dans la dégradation du récepteur et pourrait servir 

de plateforme pour le recrutement de protéines renfermant des domaines UBD. Il serait alors 

judicieux de déterminer (1) quelle(s) lysines est(sont)modifiée(s) par spectrométrie de masse et (2) 

quel le type de ramification est présent au sein des chaînes d’ubiquitines. A l'inverse, l'ubiquitination 

induite par l'AR semble être celle qui entraîne la dégradation du récepteur.  

B. Quel est le signal de la dégradation de RARα ? 

Comme abordé précédemment, la phosphorylation du substrat est souvent le signal 

entraînant son ubiquitination puis sa dégradation. Dans le cas de RARα, la mutation de la sérine 77, 

qui inhibe la fixation de RARα au RARE et donc la transcription, n’affecte pas la dégradation du 

récepteur en réponse au ligand, bien que cette serine appartienne à la séquence PEST de RARα 

(Figure 55) (Kopf et al., 2000). Par contre de façon surprenante, en absence de ligand, lorsque la 

serine S77 est phosphorylée, RARα est dégradé par le protéasome suite à la fixation de Pin1 

(Brondani et al., 2005). D’où l’hypothèse qu'en absence de ligand, Pin 1 et le protéasome agiraient 

comme un système de contrôle pour éliminer les formes phosphorylées en absence de fixation du 

ligand et donc non fonctionnelles de RARα. 
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Figure 55 : Domaines et séquence PEST de RARα 

A. Structure modulaire de RARα 

B. Séquence de RARα. Les hélices sont représentées par les rectangles de couleur 

correspondant au différents domaines. Les boucles sont composées des acides 

aminés soulignés. La séquence PEST est encadrée en bleu. 

 

En fait, d’après nos résultats, seule la mutation de la sérine 369 ainsi que la délétion de 

l'hélice H12 conduisent à une inhibition de la dégradation du récepteur. Au vu de ces données, nous 

pouvons émettre l'hypothèse qu'en réponse à l'AR, un complexe E3 ligase serait recruté au niveau du 

LBD selon le mode de recrutement des coactivateurs qui nécessite au préalable les changements 

conformationnels affectant notamment l'hélice H12. La phosphorylation de la sérine 369 pourrait 

influencer ce recrutement soit indirectement via des changements de structure soit directement en 

reconnaissant le complexe E3. En effet, une étude récente a montré que AhR jusqu'alors considéré 

comme un activateur transcriptionnel de ER et d'AR, s'associe avec Cul4 et joue également le rôle de 

E3 ligase vis-à-vis des deux récepteurs (Ohtake et al., 2009). Nous ne pouvons donc pas exclure qu'un 

interactant de RARα participant à la transcription et interagissant avec le LBD puisse également jouer 

le rôle de E3 ligase. Cependant d'après les résultats du criblage, nous pouvons écarter la possibilité 

de l'implication de complexes CRL puisqu'aucun siRNA dirigé contre les cullines ou Rbx1 n'a inhibé la 
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dégradation de RARα en réponse à l'AR. Il reste à présent à valider cette hypothèse et à mettre en 

évidence la E3 impliquée dans la reconnaissance de RARα et dans son ubiquitination en réponse à 

l'AR. L’analyse par spectrométrie de masse de complexes associés à RARα devrait permettre de 

répondre à cette question. 

C. Conclusion 

Toutes ces données mettent en exergue différents niveaux de régulation de la réponse à 

l’AR. 

1. Un niveau spécifique et général via RARα qui est le facteur de transcription spécifique de la 

réponse à l'AR 

2. Un niveau de régulation supérieur, varié et global via le protéasome qui intervient aussi bien 

dans l'initiation de la transcription des gènes cibles de l'AR que dans la dégradation finale 

des différents acteurs, ainsi que dans les étapes intermédiaires de ces deux mécanismes.  

3. Un niveau de régulation inférieur représenté par les modifications post-traductionnelles et 

en particulier les phosphorylations qui régulent finement les mécanismes sous-jacents de la 

réponse. Les PTM et le code qu'elles forment aiguillent et régulent l'activité des différents 

corégulateurs afin que leur action soit spécifique d’un signal et d’un RN. SRC-3 en est un très 

bon exemple. Son mode d'action est relativement le même dans le contexte de ER ou des 

RAR : en réponse aux ligands, SRC-3 est recruté avec les récepteurs au niveau des 

promoteurs des gènes cibles, participant ainsi à leur transcription. Puis, sa phosphorylation 

induit son ubiquitination et sa dégradation. Cependant, les cinétiques, les sites de 

phosphorylation, les kinases et complexes E3 ubiquitine ligases impliqués diffèrent selon les 

signaux et les différents types de RN (Gianni et al., 2006; Wu et al., 2007). Les PTM 

permettraient donc d'impliquer une même protéine dans des mécanismes différents en 

réponse à des stimuli distincts.  

 

Nous pourrions étendre ce concept à l'ensemble des RN qui semblent agir selon un modèle 

commun. Ainsi, les RN seraient les effecteurs spécifiques de signaux différents régulés finement 

par des PTM dans une mécanistique bien plus complexe et plus globale "supervisée" par le 

protéasome.
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